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1 Einleitung 
 
 
1.1 Telomere und Telomerase 
 
1.1.1 Aufbau eukaryontischer Chromosomen 
70% der DNA bestehen aus Basensequenzen, die einmalig sind, wobei lediglich 1 % dieser 
DNA für bestimmte Proteine kodiert. Die restlichen 30 % der DNA setzen sich aus 
repetitiven, das heißt sich wiederholenden Sequenzen zusammen. Zwei Drittel hiervon sind 
einfachrepetitiv, wobei wiederum nur etwa 1 % kodierende Funktion hat, beispielsweise für  
r-RNA-Gene, t-RNA-Gene und 5S-RNA-Gene. Das verbleibende Drittel macht die 
hochrepetitive Satelliten-DNA aus, welche nicht transkribiertes Heterochromatin darstellt. Die 
kurzen Sequenzen umfassen 5-25 bp und wiederholen sich bis zu einer Million Mal. Dabei 
sind die so genannten α-Satelliten 171 bp lang, die Tandems umfassen etwa 100.000 Kopien 
und stellen das Heterochromatin der Zentromerregionen dar. Die Grundsequenz der β-
Satelliten ist hingegen nur 68 bp lang und tritt ebenso in einer Kopienzahl von ungefähr 
100.000 auf. Zur Gruppe der Satelliten-DNA lässt sich auch die so genannte Minisatelliten-
DNA rechnen, welche die DNA der Telomere umfasst. Der Begriff Telomer (griech. τελοσ, 
µεροσ = Endglied) bezeichnet die Sequenzen, die an den Enden der linearen 
eukaryontischen Chromosomen lokalisiert sind (siehe Abb. 1). 
 
 
 
Telomer                             Zentromer Telomer
 
 
 
Abb. 1: Schematischer Aufbau eines Chromosoms 
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1.1.2 Struktur und Funktion der Telomere 
Die repetitive DNA-Sequenz im Bereich der Telomere wurde erstmals im Jahre 1978 von 
Blackburn et al. an Tetrahymena thermophila beschrieben. Hingegen wurde die telomere 
Wiederholungssequenz bei Menschen und anderen Vertebraten erst sieben Jahre später 
identifiziert. Demnach besteht diese typischerweise aus doppelsträngigen, nicht kodierenden 
Tandemwiederholungen des G- und T-reichen Hexanukleotids (TTAGGG)n (27).  
Dieser etwa 2-30 kb lange Bereich zeichnet sich darüber hinaus durch einen 
einzelsträngigen Überhang von 50-150 bp am 3`-Ende aus (14, 49). Diese nicht im 
Doppelstrang fixierten DNA-Enden falten sich zu so genannten Haarnadelstrukturen zurück 
und bilden komplexe viersträngige poly-G-Regionen, auch als G-Quadruplices bezeichnet, 
welche an den Telomerenden als eine Art Versiegelung fungieren (64). 
Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass sich der 
einzelsträngige Überhang am 3`-Ende unter Ausbildung so genannter D-loop- und T-loop-
Strukturen an die doppelsträngige DNA anlagert. Eine Vielzahl bereits entdeckter, aber noch 
nicht abschließend charakterisierter Proteine, die im Bereich der Telomere auftreten, im 
Englischen auch als telomere binding proteins (TBP) bezeichnet, gewährleisten durch 
Ausbildung einer komplizierten Quartärstruktur mit der DNA die Integrität der Telomere und 
die Regulierung der von dieser einzigartigen Struktur ausgehenden und größtenteils noch 
ungeklärten Effekte (14, 15, 149). 
Die telomeren Untereinheiten der Chromosomen spielen in zahlreichen biologischen 
Vorgängen eine essentielle Rolle. Diese terminalen Strukturen schützen die Chromosomen 
vor Degradation, Rekombination, End-zu-End Fusion mit anderen Chromosomen sowie vor 
dem Angriff durch Enzyme wie Ligasen oder Exonukleasen (128). Abgesehen davon, dass 
sie für Stabilität und Integrität der Erbsubstanz sorgen, spielen sie eine unverzichtbare Rolle 
in der funktionellen Organisation der Chromosomen, in der räumlichen Organisation des 
Zellkerns sowie in der Zellteilung (14, 15, 149). Sowohl in Meiose- als auch in Mitosephasen 
werden Chromosomen über ihre Telomere an nukleären Strukturen verankert, um so den 
Replikationsvorgang, die Erkennung und Trennung der Chromosomen zu erleichtern (77).  
Die Erkennung beschädigter DNA als solche ist ebenso den Telomeren zu verdanken, da 
der Verlust telomerer Sequenzen und TBP auf noch ungeklärte Art und Weise einen DNA-
Schaden signalisiert (15, 166). Zudem konnte man mittlerweile nachweisen, dass Telomere 
einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Transkription von in Telomernähe befindlichen 
Genen hat (138). 
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1.1.3 Das „end-replication problem“ 
Von Replikation zu Replikation erfahren Telomere an ihrem 5`-Ende eine progressive 
Verkürzung um etwa 50-200 bp (116, 149). Dieses Phänomen lässt sich durch den strikten 
Richtungszwang bei der Replikation erklären, welcher dadurch bedingt ist, dass die DNA-
Synthese durch die DNA-Polymerase ausschließlich in 5`-3`-Richtung erfolgt, was zu einem 
Problem am 5`-Ende der neusynthetisierten linearen DNA führt. Hier kann die DNA-
Polymerase nach Abbau des endständigen RNA-Primers die entstehende Lücke nicht mit 
DNA auffüllen, da keine freie Hydroxyl-Gruppe zum Synthesebeginn zur Verfügung steht. 
Diese unvollständige DNA-Replikation, auch als „end replication problem“ (ERP) bezeichnet, 
erklärt, warum das 3`-Ende eines Chromosoms stets etwas länger als das 5`-Ende ist (15, 
27, 149, 150). Unabhängig voneinander postulierten Watson und Olovnikow, bereits vor über 
30 Jahren, dass der Verschleiß der Chromosomenenden durch die inkomplette DNA-
Replikation ein Teil des Signals zum Eintritt in die zelluläre Vergreisung sein könnte (116, 
157). 
 
1.1.4 Die Rolle der Telomere bei der zellulären Vergreisung 
Die von Alexis Carrel im Jahre 1908 aufgestellte Theorie über die Unsterblichkeit der Zellen 
von Vertebraten wurde 1961 von Hayflick und Moorehead widerlegt, die feststellten, dass 
normale somatische Zellen eine limitierte proliferative Lebensdauer haben.  
Im Jahre 1965 gab es an dieser Feststellung keine Zweifel mehr, denn Hayflick konnte an 
humanen diploiden Fibroblasten eine spontane Abnahme der Wachstumsrate während ihrer 
kontinuierlichen Kultivierung nachweisen (27, 60). Nicht in Abhängigkeit von der 
verstrichenen Zeit als vielmehr in Abhängigkeit von der Anzahl der stattgehabten 
Zellteilungen, verfielen die Fibroblasten nach etwa 50 bis 70 Zellteilungen, am so genannten 
„Hayflick limit“, in einen Ruhezustand, der durch einen Stillstand sämtlicher proliferativer 
Aktivität gekennzeichnet war, jedoch ohne Verlust der biochemischen Funktionen und der 
Lebensfähigkeit (132). 
Heute wird dieser Ruhezustand als „replicative senescence“ (replikative Vergreisung) oder 
„mortality stage 1“ (M1) bezeichnet (siehe Abb. 2) (27, 149, 166). 1972 und 1973 postulierten 
Watson und Olovnikow unabhängig voneinander, dass der Verschleiß der 
Chromosomenenden durch die inkomplette DNA-Replikation Teil des Signals zum Eintritt in 
die zelluläre Vergreisung sein könnte (116, 157), da die kritisch verkürzten Telomere nicht 
mehr in der Lage sind die Chromosomen ausreichend zu stabilisieren. Mit dieser Erkenntnis 
wird seit den frühen 90er Jahren das Phänomen der progressiven Erosion der Telomere als 
„mitotische Uhr“ bezeichnet, wobei auch Synonyme wie „Replikometer“, „molekulare Uhr“ 
oder „biologische Uhr“ gebräuchlich sind. Die Telomerlängen gelten als Indikator für die 
replikative Vergreisung und zeigen das replikative Potential einer Zelle an.  
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Es gibt zahlreiche Erkrankungen, bei denen eine pathologische Telomerlängenverkürzung 
eine kausale Rolle spielt. Beispielsweise beim Hutchinson-Gilford-Syndrom (Progerie) sind 
die Fibroblasten mit ihren stark verkürzten Telomeren und der herabgesetzten replikativen 
Kapazität verantwortlich für die extrem beschleunigte Vergreisung der Patienten (1). 
Lymphozyten von Trisomie-21 Patienten (Down-Syndrom), welche ebenso viele 
Kennzeichen einer vorzeitigen Alterung aufweisen, verlieren dreimal schneller telomere 
Sequenzen als altersentsprechende Kontrollen (152).  
Durch welchen Mechanismus die verkürzten Telomere letztlich die antiproliferative M1-
Maschinerie in Gang setzen, ist noch unklar. Fest steht, dass Telomere in der „Telomerkrise“ 
zur Aktivierung multipler Signaltransduktionsmechanismen fähig sind (154). Ein möglicher 
Weg ist die Beeinflussung der Transkription von in Telomernähe gelegenen Genen (73). Bei 
Saccharomyces cerevisia beispielsweise kann die Transkription von Genen in der Nähe von 
Telomeren reversibel blockiert werden (47), ein Phänomen, das als „telomere position effect“ 
(TPE) bezeichnet wird. Andererseits könnte die Verkürzung oder gar Elimination telomerer 
Sequenzen die Transkription bestimmter Gene aktivieren (94). Bisher ist nur wenig darüber 
bekannt, welche Gene im menschlichen Genom diesem TPE unterliegen. In Zukunft wird 
deshalb die Identifikation dieser „telomere shortening sensitive genes“ (TSSG) Telomer 
vermittelte Vorgänge in der Zelle aufklären können.  
Nach einer Arbeit von Martens et al. (101) ist man heute der Auffassung, dass das Telomer 
von Chromosom 17p, welches das Tumorsuppressorgen p53 trägt, die eigentliche mitotische 
Uhr darstellt. Demnach wird p53 bei Unterschreitung einer kritischen Telomerlänge aktiviert, 
was mit einem Wachstumsstillstand der Zelle und Apoptose derselben verbunden ist (13). 
Umgekehrt können myc und raf Onkogene eine direkte Immortalisierung hämatopoetischer 
Zellen bewirken, wenn p53 fehlt (104).  
Neben p53 sind auch die Genprodukte von p21, p16 und pRb Bestandteile der M1-Kaskade, 
wie in vitro Transformationsstudien mit onkogenen DNA-Viren aufdeckten (9, 162). M1 
(mortality stage 1) kann durch Sequestration von p53 und pRb mittels viraler Onkogene wie 
„SV large T-antigen“ (Tag) oder HPV E6/E7 umgangen werden, was der Zelle eine 
zusätzliche Lebensdauer von etwa 30-40 Zellteilungen verleiht. Danach lässt das 
Nettowachstum wieder nach, womit das Stadium der „Krise“ oder „mortality stage 2“ (M2) 
(siehe Abb. 2) erreicht wird. M2-Zellen sind dabei durch ultrakurze Telomere und 
chromosomale Instabilität gekennzeichnet, was sich zum Beispiel in End-zu-End-Fusionen 
der Chromosomen niederschlägt. 
Um den letalen Verlust genetischer Information zu vermeiden, sind Zellen gezwungen, ihre 
Telomere zu stabilisieren. Schließlich gelingt es nur einigen Wenigen durch Aktivierung des 
Enzyms Telomerase der Krise zu entkommen und durch Erlangung einer unendlichen 
Replikationsfähigkeit unsterblich zu werden. 
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Abb. 2: Zwei-Stufen Hypothese der zellulären Vergreisung und Immortalisierung. 
 
 
1.1.5 Struktur und Funktion der Telomerase 
Die Telomerase ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, die telomere DNA-Sequenzen 
synthetisiert und die fast immer die Grundvoraussetzung für eine unbegrenzte 
Proliferationsfähigkeit von Zellen darstellt. 
 
 
 
 
 
Abb. 3: Interaktion der Telomerase mit den Telomeren  
5`  TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGG - OH 3`              
 3`  AATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCC  5`                                   CAAUCCCAAUCC   
TRF1 
TIN2 
TRF1 
TIN2 
TRF1 
Tankyrase 
TRF2 
3` 
5` 
                     G            T 
hTEP1
     T                     A 
 
                        A            G 
                 G          
hTR
   (+ TTAGGG)n 
hTERT 
Laufrichtung der Telomerase 
 5
Das erstmals im Jahre 1985 an Tetrahymena thermophila (49) beschriebene Enzym ist mit 
einem Molekulargewicht von etwa 1000 kDa ein relativ großer Ribonukleoproteinkomplex 
bestehend aus einer RNA-Komponente und mehreren Proteinkomponenten (siehe Abb. 3). 
Dabei ist die beim Menschen mit hTR (= human telomerase RNA) oder hTERC (= human 
telomerase RNA component) bezeichnete RNA-Kmponente essentiell für die enzymatische 
Funktion. Das für hTR kodierende Gen ist im distalen Viertel des langen Arms von 
Chromosom 3 (3q26.3) lokalisiert. Beim Menschen wird dieses Gen durch die RNA-
Polymerase II transkribiert, wodurch ein 451 Nukleotide langes Transkript entsteht. Bei allen 
bisher untersuchten Organismen enthält diese RNA-Untereinheit eine 11 Nukleotide lange 
mutmaßliche Matrizensequenz (5`-CUAACCCUAAC-`3), die für die repetitiven Telomer-
Hexamere kodiert (27). Zum einen dient diese RNA-Komponente der Telomerase als interne 
Matrize für die telomere DNA-Synthese, zum anderen ist sie durch Interaktion mit 
strukturellen Komponenten der DNA und Proteinuntereinheiten am aktiven Zentrum des 
Enzyms beteiligt (126). 
Die Entfernung oder Downregulierung der RNA-Untereinheit führt beispielsweise bei der 
Maus zur Hemmung der Telomerase, zur konsekutiven Verkürzung der Telomere sowie zur 
Reduktion der Wachstumskapazität von hochproliferativen embryonalen Stammzellen, 
Samenzellen und hämatopoetischen Zellen (90). In kultivierten Zelllinien induzierte die 
Ausschaltung der RNA-Untereinheit den Zelltod (35, 81). Gleichwohl die Primärstruktur der 
Telomerase-RNA unter den Vertebraten einzelne Unterschiede aufweist, ist die 
Sekundärstruktur während der Entwicklungsgeschichte bemerkenswerterweise relativ 
konstant geblieben, was auf eine wichtige Rolle der Sekundärstruktur hinsichtlich der 
Telomerasefunktion hinweist (12).  
Dabei enthält die besagte Sekundärstruktur der Telomerase-RNA vier konservierte 
funktionale Elemente, darunter eine Pseudoknot-Domäne (CR2/CR3), eine CR4/CR5-
Domäne, eine H/ACA-Box-Domäne sowie eine CR7-Domäne. Interessanterweise konnte 
gezeigt werden, dass das H/ACA-Box-Muster der hTR , das übrigens der H/ACA-Box von 
snoRNA ähnelt, eine essentielle Funktion bei der hTR-Akkumulation, der hTR-Prozessierung 
und bei der Telomeraseaktivität in den Zellen ausübt (26, 28, 106, 107, 118).  
Vergleicht man die Ribonukleoproteinstruktur der Telomerase von Vertebraten und niederen 
Eukaryonten, so findet man zahlreiche Unterschiede. Beispielsweise ist die Telomerase-RNA 
bei Ziliaten mit einer Länge von nur 150-200 Nukleotiden relativ kurz und enthält keine 
H/ACA-ähnliche Domäne. Dies reflektiert die grundsätzlichen Unterschiede der Biogenese  
und Zusammensetzung der Telomerase bei verschiedenen Organismen. 
Die konservierten Domänen im hTR-Molekül scheinen Erkennungsstrukturen für hTR-
bindende Proteine zu sein. Eine Vielzahl dieser RNA-bindenden Proteine wie hGAR, 
Dyskerin, hNOP10, hNHP2, hStau, L22, hnRNP C1/C1, La, und hTERT interagieren mit hTR 
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und sind in die hTR-Stabilisierung, -Reifung, -Akkumulation sowie in die funktionale 
Zusammensetzung der Telomerase involviert (26, 28, 39, 40, 89, 106, 108, 118). 
Wie Rekonstitutionsversuche der Telomerase zeigen konnten, stellt neben hTR die 
Proteinuntereinheit der Telomerase hTERT die Mindestanforderung für eine 
Telomeraseaktivität in vitro dar (3, 4, 7, 147, 151, 158, 159). HTERT ist die als reverse 
Transkriptase fungierende Untereinheit der Telomerase, welche, die RNA-Untereinheit als 
Matrize nutzend, telomere DNA-Sequenzen synthetisiert. Das 40 kBp lange hTERT-Gen ist 
auf dem kurzen Arm von Chromosom 5 (5p15.33) lokalisiert und kodiert für ein 127 kDa 
schweres Protein aus 1123 Aminosäuren. 
Die Muster der Telomerase-Reverse-Transkriptasen verschiedener Organismen sind sich im 
Gegensatz zu anderen reversen Transkriptasen sehr ähnlich, wodurch sie eine eigene 
Subgruppe verwandter RT innerhalb der RT-Familie bilden. Die Telomerase RT wurde 
erstmals in der Hefe Saccharomyces cerevisiae als Sc-Est2p entdeckt und später im Ziliaten 
Euplotes aediculatus als Ea-p123. 1997 gelang es vier Forschergruppen nahezu gleichzeitig 
das humane Äquivalent der katalytischen Untereinheit der Telomerase, hTERT, ausfindig zu 
machen (58, 59, 75, 105, 110). Danach sind auch die RT der Maus (mTERT), weiterer Hefen 
(z.B. Sp-Trt1p), Protozoen (z.B. Tt-TERT), Würmern (z.B. Ot-TERT) und Pflanzen entdeckt 
worden. 
Das hTERT-Protein enthält in seiner C-terminalen Hälfte die so genannte RT-Domäne mit 
sieben über die Evolution konservierten RT-Mustern, eine N-terminal davon gelegene T-
Domäne, die aus einem telomerasespezifischen Aminosäuremuster aufgebaut ist, sowie 
eine große N-terminale Region, die ebenso konservierte, funktionell wichtige Domänen 
beinhaltet (2, 41, 109). 
Für die Aktivierung der humanen Telomerase sind zwei voneinander unabhängige 
Interaktionen zwischen hTR und hTERT, sowie zwei inaktive Fragmente der RNA-
Komponente hTR erforderlich (107, 147). 
Obwohl die Koexpression von hTERT und hTR in Retikulozytenlysaten von Kaninchen für 
die in vitro Rekonstitution der Telomeraseaktivität ausreichte (7, 158), genügt sie den in vivo 
Erfordernissen bei weitem nicht. Tatsächlich fand man in den Lysaten die Proteine Hsp90 
und p23, die mit hTERT direkt assoziiert und für die Telomeraseaktivität unerlässlich sind 
(66). Nach und nach wurden weitere Proteinuntereinheiten entdeckt, die in die Biogenese 
und Zusammensetzung der Telomerase involviert sind und die den Zugang der Telomerase 
zu ihrem Substrat, den Telomeren, vermitteln und/oder regulieren (siehe Tab.1).   
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Protein Bereich der Interaktion Funktion 
 
hTERT assoziiert 
TEP1 
P23/p90 
14-3-3 
 
hTR assoziiert 
TEP1 
hGAR1 
Dyskerin/NAP57 
hNOP10 
hNHP2 
C1/C2 
La 
A1/UP1 
hStau 
L22 
 
 
aa 1-350, 601-927  
aa 1-195 
aa 1004-1132 
 
 
nt 1-871 
hTR H/ACA Domäne 
hTR H/ACA Domäne 
hTR H/ACA Domäne 
hTR H/ACA Domäne 
nt 33-147 
nt 1-205, 250-451 
nt1-208 
nt 64-222 
nt 64-222 
 
 
Unbekannt 
Zusammensetzung, Konformation 
Nukleare Lokalisation 
 
 
Unbekannt 
Stabilität, Reifung, Lokalisation 
Stabilität, Reifung, Lokalisation 
Unbekannt 
Stabilität, Reifung, Lokalisation 
Stabilität, Reifung, Lokalisation 
Zugänglichkeit für Telomere? 
Unbekannt 
Zugänglichkeit für Telomere? 
hTR Prozessierung, Lokalisation? 
 
Tab. 1: Humane Telomerase assoziierte Proteine; aa, Aminosäure; nt, Nukleotide.  
 
 
Die Korrelation zwischen der hTERT m-RNA-Konzentration in einer Zelle und deren 
Telomeraseaktivität führte zur Annahme, dass das hTERT-Gen einer transkriptionellen 
Regulierung unterliegt. Verständlicherweise ließ die subtelomere Lokalisation des hTERT-
Gens auf Chromosom 5 (5p15.33) vermuten, dass der im vorangegangenen Text bereits 
erwähnte TPE einen Einfluss auf die Expression bzw. Repression des hTERT-Gens ausüben 
könnte. Die vollständige genomische Sequenzierung des hTERT-Gens ergab jedoch, 
entgegen aller Vermutungen, dass es mehr als 2 Mb von der telomeren Region entfernt 
gelegen ist (92). Man weiß heute zwar noch nicht, über welche Entfernungen ein solcher 
TPE wirken kann, aber eine Strecke von über 2 Mb ist nach Cong et al. lang genug um den 
Einfluss des TPE auf die hTERT-Expression eher unwahrscheinlich zu machen. Andererseits 
unterliegen normale Zellen einem kontinuierlichen Alterungsprozess und vergreisen 
schließlich, da jede Zellteilung eine Telomerverkürzung mit sich bringt. Demgegenüber 
haben Krebszellen für gewöhnlich relativ kurze, aber dafür stabile Telomere. Es ist durchaus 
möglich, dass der TPE einen Mechanismus in Gang setzt, der in zunehmendem Maße das 
subtelomere bzw. telomere Genexpressionsprofil verändert und altersassoziierte 
Phänotypen induziert und auf diesem Wege indirekt Einfluss auf die hTERT-Expression 
nimmt. In menschlichen Zellen ist die transkriptionelle Regulierung von hTERT als 
Hauptmechanismus zur Regulierung der Telomeraseaktivität zu verstehen. 
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Deletionsanalysen zufolge ist der hTERT-Promotor bzw. die für die Promotoraktivität minimal 
erforderliche Sequenz innerhalb der ersten 330 bp vom Translationsstartpunkt aus aufwärts 
gelegen (14, 145). Dieser Promotor ist charakterisiert durch das Fehlen von TATA- oder 
CAAT-Boxen, ist aber ausgesprochen GC-reich, was vermuten ließ, dass die DNA-
Methylierung eine Rolle in der Regulierung der hTERT-Expression spielen könnte, zumal die 
Behandlung von Telomerase-negativen Zelllinien mit dem Methylierungsinhibitor 5-
Azacytidin eine hTERT-Transkription induzierte (24, 25). Der unterschiedliche 
Aktivitätszustand des hTERT-Promotors in sterblichen und unsterblichen Zellen könnte ihn 
zur Zielscheibe bei der Krebstherapie machen (50, 51, 79, 80, 100). 
Außerdem ist der hTERT-Promotor dadurch gekennzeichnet, dass er Bindungsstellen für 
zahlreiche Transkriptionsfaktoren enthält, die ihrerseits in die Enzymregulation involviert 
sind. Zu diesen Transkriptionsfaktoren gehören beispielsweise c-myc (48) und Sp1 (88), 
welche die Transkription von hTERT aktivieren. Auch das Protein HPV 16  E6 (44) und 
Steroidhormone (87) sind in der Lage, eine Aktivierung der Telomerase zu bewirken. 
Andererseits konnten mehrere Sequenzen analysiert werden, die für mutmaßliche 
Telomeraserepressoren kodieren, wie zum Beispiel auf zwei Regionen des kurzen Arms von 
Chromosom 3 (3p21.3 und 3p12-21.1) (23, 146), auf Chromosom 10p15.1 (112) und 
Chromosom 6p (141).  
Zu den negativen Regulatoren der hTERT-Expression sind Mad1, p53, pRb, E2F, Wilms` 
tumor 1 suppressor, Myeloid cell-specific zinc finger protein 2 (MZF-2), sowie einige 
antiproliferative Agenzien wie α-IFN, TGF-β, sowie synthetisches Vitamin D3 zu zählen (21, 
22, 42, 52, 69, 86, 111, 114, 120). 
Neben der transkriptionellen Regulierung der Telomeraseaktivität, welche zweifelsohne als 
Hauptmechanismus der Regulation aufzufassen ist, spielt die posttranslationale Modifikation 
von hTERT eine wichtige Rolle in der Modulation der Telomeraseaktivität. Nach der 
Translation werden sowohl hTERT als auch hTEP1 durch die Proteinkinase-C-α (PKC-α) 
phosphoryliert und auf diese Weise aktiviert (siehe Abb. 4). In humanen Brustkrebszellen 
PMC 42 führt die Dephosphorylierung der Telomerase durch die Phosphatase 2A (PP2A) zur 
reversiblen Aufhebung der Telomeraseaktivität, kann aber durch die PKC-α-vermittelte 
Phosphorylierung reaktiviert werden (93). Zusätzlich zur PKC kann die Proteinkinase-B 
(PKB, Akt-Kinase) den Serinrest in Position 824 eines hTERT Peptids phosphorylieren, um 
so die Telomeraseaktivität deutlich zu erhöhen (70). Die humane Telomerase liegt also in 
zwei verschiedenen Konfigurationen vor: Zum einen als phosphorylierte Form mit hoher 
Aktivität, zum anderen als dephosphorylierte Variante mit einer geringeren Aktivität.  
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Abb. 4: Abhängigkeit der Telomeraseaktivität vom Phosphorylierungszustand 
(T=Telomerase, P= Phosphatrest). 
 
 
Auf welche Weise letztendlich der Kontakt zwischen der Telomerase und den Telomeren 
zustande kommt, war Gegenstand zahlreicher Arbeiten und konnte noch nicht vollständig 
geklärt werden. Fest steht allerdings, dass nicht kovalent gebundene, telomerassoziierte 
Proteine die Kontaktaufnahme zwischen den Telomeren und der Telomerase positiv und 
negativ regulieren können (33). Als erstes wurden die Proteine TRF1 und TRF2 (telomere 
repeat binding factor 1, 2) identifiziert, welche sich spezifisch an doppelsträngige telomere 
DNA binden und in die Ausbildung der D(displacement)- und T-loop-Srukturen involviert sind. 
Durch diese spezielle räumliche Anordnung vermögen TRF1 und TRF2 den Zugang der 
Telomerase zu den Telomeren zu blockieren. Somit fungieren sie als negative Regulatoren 
der Telomerlänge (78). Je länger die Telomere eines Chromosoms sind, umso mehr TRF1 
bzw. TRF2 können sie binden und umso stärker wird demzufolge die Telomerase am 
Zugang zu den Telomeren gehindert. Dieser negative Feedback-Mechanismus könnte 
zumindest teilweise erklären, warum die humane Telomerase bevorzugt die kürzesten 
Telomere elongiert, also jene, an denen am wenigsten TRF1 und TRF2 gebunden ist.  
Zudem konnten zwei TRF1 assoziierte Proteine isoliert werden, die als Mediatoren die 
Funktion von TRF1 vermitteln. TRF1 kann durch poly-ADP-ribosylierung durch das Enzym 
Tankyrase (TRF1-interacting ANKYRin-related ADP-ribose polymerASE) von den Telomeren 
abgelöst werden, wodurch die telomere Region für die Telomerase zugänglich wird (139). 
Andererseits muss sich TRF1 mit TIN2 (TRF1-interacting nuclear protein 2) verbinden um 
am Telomer andocken zu können und so die Telomer-Telomerase-Interaktion zu unterbinden 
(76). Von den telomerassoziierten Proteinen, die spezifisch einzelsträngige telomere DNA 
binden, ist bisher nur POT1 bekannt (5), wobei Kenntnisse über dessen Funktion und 
Wirkung noch fehlen. Letztlich könnten auch die hTR bindenden hnRNP-Proteine 
(heterogene nukleäre Ribonukleoproteine) C1/C2 und A1/UP1 an der Kontaktaufnahme 
zwischen Telomerase und Telomeren beteiligt sein (36).    
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1.1.6 Telomeraseaktivität in normalen humanen Zellen und in Krebszellen 
Durch die Entwicklung des hochsensitiven TRAP-Assays ist es möglich geworden, ein 
großes Spektrum an normalen humanen Geweben sowie eine Vielzahl von humanen 
Tumoren hinsichtlich ihrer Telomeraseaktivität zu evaluieren (136). In normalen humanen 
Zellen unterliegt die Telomerase während der Entwicklung einer strengen Regulierung (163). 
In den meisten somatischen Zellen erlischt die Telomeraseaktivität während der 
embryonalen Differenzierung, bleibt aber in einigen Geweben aktiv, wie beispielsweise in 
männlichen Keimzellen, aktivierten Lymphozyten und bestimmten Stammzellpopulationen.   
In Einklang mit der Telomerhypothese sind diese hochproliferativen normalen Gewebe auf 
eine aktive Telomerase angewiesen, die durch Aufrechterhaltung der Telomerlänge 
genetische Stabilität gewährleistet.  
Eine Deregulierung der Telomeraseaktivität wurde vielfach in direkten Zusammenhang mit 
humanen Erkrankungen gebracht. Die meisten der normalen humanen Zellen sind 
telomerasenegativ und verfügen über eine limitierte replikative Kapazität (60, 137, 164). Wird 
dieses von Zelltyp und -herkunft bestimmte Limit erreicht, stellen die Zellen ihre Proliferation 
ein. Sie durchlaufen dann eine Reihe biochemischer und morphologischer Veränderungen, 
bleiben in Kultur aber für längere Zeit vital (46). Man vermutet, dass dieser Prozess der 
zellulären Vergreisung (engl.: senescence) als eine Art Tumorsuppressormechanismus 
fungieren könnte, der die Anhäufung multipler onkogener Mutationen verhindert (127, 164). 
In etwa 90 % aller bisher untersuchten Tumorproben konnte eine Telomeraseaktivität 
detektiert werden. Experimentelle Daten belegen, dass die Expression der Telomerase 
ausreicht, damit Zellen die zwei Hürden (M1, M2) zur Immortalisierung überwinden können 
(56). Zusammen mit einigen Onkogenen ist die Telomerase durch Ermöglichung eines 
unbegrenzten replikativen Potentials in der Lage, eine tumorigene Konversion normaler 
humaner Zellen zu induzieren (53). Wird die Telomerase immortalisierter Zellen jedoch 
gehemmt, führt dies unweigerlich zur progressiven Telomerverkürzung und letztlich zu 
apoptotischem Zelltod (54, 63, 168). 
 
1.1.7 Telomerdynamik bei humanem Krebs – drei Modelle 
Im klassischen Modell ist die Ursprungszelle eines Krebsgeschwürs telomerasenegativ und 
die Telomererosion schreitet bis zu einer kritischen Schwelle voran. Um der Krise zu 
entrinnen, ist sie auf die Reaktivierung der Telomerase angewiesen. Es folgt dann entweder 
eine Stabilisierung der stark verkürzten Telomere oder deren Reelongation. Bei einigen 
Krebsarten besitzt die Ursprungszelle genügend Telomeraseaktivität um einer signifikanten 
Telomerverkürzung entgegenzuwirken. Bei den meisten gewöhnlichen Krebsarten trifft 
jedoch ein intermediäres Modell zu, bei dem die Telomeraseaktivität der Ursprungszelle 
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lediglich zur Verlangsamung der Telomererosion ausreicht und die Überwindung der Krise 
wiederum eine Telomerasereaktivierung erfordert.  
 
 
1.2 Morbus Hodgkin 
  
1.2.1 Biologie und Pathologie des Morbus Hodgkin 
Der Morbus Hodgkin (Syn.: Hodgkin-Lymphom, Lymphogranulomatose) ist eine im 
lymphatischen System entstehende, bösartig verlaufende Erkrankung, die zumeist auf einer 
B-Zell-Neoplasie basiert und die charakterisiert ist durch den histologischen Nachweis von 
großen Blasten, sog. Hodgkin-Zellen, mehrkernigen Riesenzellen, sog. Reed-Sternberg-
Zellen und einer Vielzahl reaktiver, vorwiegend lymphatischer Zellen, die man in ihrer 
Gesamtheit auch als Bystander-Zellen bezeichnet (20, 67, 82). 
Als 1832 Thomas Hodgkin in seinem historischen Artikel „On some morbid appearances of 
the exorbant glands and spleen“ die massiven Lymphknotenschwellungen und die 
tumorösen Veränderungen der Milz von sieben Patienten aus dem Guy`s Hospital in London 
beschrieb, postulierte er, dass es sich bei diesen Veränderungen höchstwahrscheinlich nicht 
um Infektionserkrankungen wie Syphilis oder Tuberkulose handelte, sondern vielmehr um 
eine primäre Erkrankung der Lymphknoten selber, im Sinne einer Tumorerkrankung (65). 
Siebzig Jahre später, etwa um 1900, gelang es Carl Sternberg und Dorothy Reed die so 
genannten Reed-Sternberg-Zellen zu identifizieren, die seitdem als pathognomonisch für die 
Diagnose des Morbus Hodgkin gelten (124, 142). Dorothy Reed hielt diese Erkrankung zu 
dieser Zeit jedoch eher für eine entzündlich reaktive Proliferation und nicht wie Sir Hodgkin 
für eine bösartige Krebserkrankung. Das Hodgkin-Lymphom wurde noch bis vor einigen 
Jahren zusammen mit der Sarkoidose und der Tuberkulose zu den Granulomatosen 
gerechnet. 
Es war weder bekannt, ob es sich um eine bösartige Neoplasie i.S. einer Krebserkrankung 
als monoklonale, autonome Zellproliferation handelte oder um eine sekundäre reaktive 
Proliferation von autochtonen Lymphknotenzellen im Sinne einer Autoimmunkrankheit oder 
um eine Infektionskrankheit durch ein noch unbekanntes infektiöses Agens. 1978, wiederum 
siebzig Jahre später, konnten Diehl und Mitarbeiter die ersten in-vitro-Kulturen von Hodgkin-
Zellen etablieren und ermöglichten damit nicht nur die Identifizierung des HD-assoziierten 
CD30-Antigens auf den L428-Zellen, sondern legten auch den Grundstein für weiterführende 
zellbiologische, immunologische und zytogenetische Studien an den permanent verfügbaren, 
jedoch sehr fragilen Tumorzellen, die wesentlich zum Verständnis der Biologie des M. 
Hodgkin beitrugen. Erst 1997 gelang es der Gruppe von Rajewsky, Küppers und Hansmann  
nachzuweisen, dass es sich bei den Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen um monoklonale 
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B-Lymphozyten aus den Keimzentren der Lymphknoten handelt (119). Diese Zellen können 
aufgrund multipler genetischer Mutationen den programmierten Zelltod (Apoptose) in den 
Lymphknoten umgehen und durch Sekretion unterschiedlicher Mediatoren, Zellhormone oder 
Chemokine normale reaktive Zellen in ihrer Umgebung ansammeln. Durch humorale und 
zelluläre Interaktionen ermöglichen diese Bystander-Zellen das Überleben und die 
Proliferation der Tumorzellen. Im Hodgkin-Tumorgewebe machen die Hodgkin- und Reed-
Sternberg-Zellen nur etwa 0,1 bis 1 % aus, den Rest des manchmal 50 bis 500 g schweren 
Tumorpakets bilden reaktive CD4-positive T-Lymphozyten, Monozyten, Eosinophile, 
Fibroblasten und fibrotisches Material.  
 
1.2.2 Epidemiologie des Morbus Hodgkin 
Die weltweite Verteilung des Morbus Hodgkin zeigt erhebliche geographische Unterschiede, 
was als Hinweis auf eine Assoziation mit Umwelteinflüssen, wie beispielsweise Infektionen 
oder Ernährung, gewertet werden kann. In Europa stellt das Hodgkin-Lymphom die häufigste 
bösartige Neoplasie bei Kindern und Jugendlichen dar. Zwar machen die Hodgkin-
Lymphome nur etwa 0,5 % aller Krebserkrankungen aus, gleichwohl ist der Morbus Hodgkin 
das häufigste maligne Lymphom in Europa (85). Die Inzidenz beträgt 2,25/100.000 pro Jahr, 
wobei Männer geringfügig häufiger als Frauen betroffen sind (2,4:2,1/100.000 pro Jahr) 
(130). Die Gesamtaltersverteilung zeigt einen bimodalen Kurvenverlauf mit einem ersten 
Altersgipfel zwischen dem 15. und 35. Lebensjahr und einem zweiten zwischen dem 55. und 
65. Lebensjahr.  
 
1.2.3 Ätiologie und Pathogenese des Morbus Hodgkin 
Wie im vorangegangenen Text bereits kurz erwähnt, findet sich in den befallenen 
Lymphknoten ein heterogenes Gemisch aus Lymphozyten, Plasmazellen, Eosinophilen, 
Histiozyten und Fibroblasten, in das die eigentlichen Tumorzellen, die Hodgkin- und Reed-
Sternberg-Zellen (H-RS-Zellen) je nach Subtyp in mehr oder minder großer Zahl eingestreut 
sind. Dabei machen die H-RS-Zellen lediglich 0,1-1 % der gesamten Zellpopulation aus. 
Allein diese Tatsache unterscheidet das Hodgkin-Lymphom von allen anderen malignen 
Tumoren. 
Die Entstehung des Hodgkin-Lymphoms ist wie die vieler anderer maligner Lymphome bis 
heute ungeklärt. Wichtig erscheint jedoch eine Assoziation mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) 
(125, 140), das in etwa der Hälfte der Fälle klonal in den Tumorzellen selbst nachgewiesen 
werden kann. Es ist bekannt, dass die Immortalisierung einer Zelle durch EBV zu einer 
massiven Stimulierung der Mutterzelle führt, wodurch eine ausgeprägte Zytokinexpression 
hervorgerufen wird. Diese ist zumindest verantwortlich für das die H-RS-Zellen umgebende 
Mikromilieu. Dabei scheint die Art der exprimierten Zytokine die unterschiedliche 
 13
Morphologie des Morbus Hodgkin zu bestimmen. Beispielsweise könnte die fortschreitende 
Sklerosierung des Tumorgewebes auf eine verstärkte Sekretion von IL-1 und TGF-β, die 
Eosinophilie auf eine gesteigerte IL-5-Sekretion durch die H-RS-Zellen zurückzuführen sein 
(161). Möglicherweise wird das Wachstum der Tumorzellen selbst auch durch autokrine 
Mechanismen unterstützt. Basierend auf diesen Beobachtungen interpretieren einige 
Autoren die Bildung des Hodgkin-Lymphoms als einen frustranen Versuch des 
Immunsystems, gegen die der physiologischen Wachstumskontrolle nicht mehr 
unterliegenden H-RS-Zellen vorzugehen und zu eliminieren, um die Ausbreitung des 
malignen Zellklons zu verhindern. Gestützt wird diese Hypothese durch die Tatsache, dass 
in dem erkrankten Gewebe die Bystander-Lymphozyten, meist TH1-Helferzellen, die 
Zellpopulation mit der höchsten Proliferationsrate darstellen und somit ursächlich für die 
teilweise enormen Vergrößerungen der Hodgkin-Lymphknoten verantwortlich sind.     
Nichtsdestotrotz lässt dieses Modell viele Fragen unbeantwortet. Bei EBV-assoziierten 
Hodgkin-Lymphomen könnte sich die beschriebene Immunreaktion gegen ein EBV-Antigen 
auf den H-RS-Zellen richten. Doch gegen welches Antigen auf den H-RS-Zellen wehrt sich 
das Immunsystem bei Hodgkin-Lymphomen ohne EBV-Nachweis? Tatsächlich ist das 
Erkrankungsrisiko für einen Morbus Hodgkin nach infektiöser Mononukleose 2- bis 3-fach 
erhöht. Die Feststellung, dass das Epstein-Barr-Virus in nur 50 % aller Hodgkin-Lymphome 
nachzuweisen ist, und dass beispielsweise in Westeuropa bis zum 30.Lebensjahr 95 % der 
Menschen EBV infiziert sind deutet darauf hin, dass eine EBV-Infektion beim Morbus 
Hodgkin nur einer von vielen ätiologischen Faktoren ist (29, 161).   
Die den Morbus Hodgkin kennzeichnenden H-RS-Zellen stehen als die eigentlichen 
Tumorzellen im Zentrum aller Überlegungen zur Pathogenese und sollen im Folgenden 
näher beschrieben werden. 
 
1.2.4 Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen 
Seit der Beschreibung der malignen Zellen des Morbus Hodgkin durch Carl Sternberg 1898 
und Dorothy Reed 1902 gelten die mononukleären Hodgkin-Zellen und die als mehrkernig 
bezeichneten Reed-Sternberg-Zellen als wichtigstes Charakteristikum des Hodgkin-
Lymphoms (72, 82) und sind beweisend für die histologische Diagnose.  
Bei den Hodgkin-Zellen handelt es sich um große Blasten, welche im hellen Karyoplasma 
ihres bohnenförmigen Kerns auffällig große Nukleolen enthalten. Hingegen handelt es sich 
bei den Reed-Sternberg-Zellen um 15-45 µm große Riesenzellen mit zwillingsartig 
konfigurierten Zellkernen und großen spiegelbildlich angeordneten Nukleoli. Aufgrund ihrer 
Morphologie werden RS-Zellen auch als Eulenaugenzellen bezeichnet (20). Ging man früher 
davon aus, dass es sich bei den RS-Zellen tatsächlich um mehrkernige Zellen handelt, so 
nimmt man heute an, dass es sich eher um einen mehrfach gelappten einzelnen Zellkern 
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handelt. Dieser Zellkern wird von einem breiten Zytoplasmagürtel umgeben, der bei 
bestimmten Hodgkin-Subtypen so breit sein kann, dass er bei der Fixation erheblich 
schrumpft. Die Zellen scheinen dann histologisch in Höhlen zu liegen und werden daher 
deskriptiv auch als Lakunenzellen bezeichnet. 
Immunhistochemisch ist die klassische H-RS-Zelle in allen Fällen CD30-positiv. Allerdings 
findet man eine Positivität für das CD30-Antigen (Aktivierungsmarker Ki-1) auch auf 
stimulierten lymphoiden B- und T-Zellen bei Erkrankungen wie der Mononukleose (125) und 
anderen Virusinfektionen oder auch auf neoplastischen B- und T-Zellen aus der Gruppe der 
Non-Hodgkin-Lymphome. Für CD15 (Leu-M1-Ag) ist die klassische H-RS-Zelle mit 60-80 % 
der Fälle meist positiv (160). Gelegentlich lässt sich auch eine Positivität für CD3/TCR β und 
CD20 nachweisen. Weitere B-Zell-Marker sind selten positiv. 
Neben den klassischen H-RS-Zellen gibt es die so genannten L&H-Zellen, die mit einem 
bestimmten histologischen Subtyp assoziiert sind und sollen später in Zusammenhang mit 
diesen besprochen werden.  
Zwei zentrale Fragen der Erforschung des Hodgkin-Lymphoms richten sich auf die Herkunft 
bzw. Linienzugehörigkeit und Klonalität der H-RS-Zellen. Erst vor einigen Jahren wurden 
Ergebnisse veröffentlicht, die zumindest für einen Teil der H-RS-Zellen eine Klärung 
erlauben. Mittels Mikromanipulation einzelner H-RS-Zellen mit anschließender Amplifikation 
(sog. Einzelzell-PCR) wurden Rearrangements der Immunglobuline untersucht. Aus den 
Ergebnissen lässt sich ableiten, dass zumindest ein Teil der Hodgkin-Lymphome 
monoklonalen B-Zell-Ursprungs ist. Auf dieses Ergebnis kommen auch Kanzler et al. aus 
derselben Arbeitsgruppe und folgern daraus, dass die klassischen Subtypen der Hodgkin-
Lymphome als unkontrolliertes Wachstum eines dominanten Klons von H-RS-Zellen zu 
deuten sind, die vermutlich von Keimzentrumslymphozyten oder deren Vorläufern 
abstammen (71).    
Bis heute konnte trotz zahlreicher Versuche keine konstante zytogenetische Aberration für 
die H-RS-Zellen nachgewiesen werden. In vielen Fällen lassen sich zwar numerische 
Anomalien in den H-RS-Zellen nachweisen, allerdings sind diese untereinander sehr 
variabel. Die daraus zu folgernde Karyotypinstabilität von H-RS-Zellen ist als pathogenetisch 
relevantes Charakteristikum derselben anzusehen. Diese genetische Instabilität mit Bildung 
therapieresistenter Subklone erklärt einerseits die Malignitätssteigerung der 
Lymphogranulomatose und andererseits das stark erhöhte Risiko der Hodgkin-Patienten an 
einer akuten myeloischen Leukämie oder einem malignen B-Zell-Lymphom zu erkranken. 
 
1.2.5 Histologische Klassifikation des Morbus Hodgkin (REAL-/WHO-Klassifikation) 
Die moderne Klassifikation des Hodgkin-Lymphoms basiert auf einer Einteilung nach Lukes 
und Butler, die im Jahre 1966 auf einer Konferenz in Rye (N. Y., USA) in vier Kategorien 
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unterteilt wurde. Demnach unterscheidet man das lymphozytenreiche, das 
lymphozytenarme, das gemischtzellige sowie das nodulär sklerosierende Hodgkin-
Lymphom. 
Während der 80er Jahre haben biologische und klinische Studien gezeigt, dass das 
Hodgkin-Lymphom aus zwei unterschiedlichen Entitäten besteht: dem nodulären 
lymphozytenprädominanten Hodgkin-Lymphom (NLPHD), auch als noduläres Paragranulom 
bezeichnet, und dem klassischen Hodgkin-Lymphom. Die „Revised European-American 
Classification of Lymphoid Neoplasms“ (R.E.A.L.) ist das Ergebnis einer Tagung 
europäischer und amerikanischer Hämatopathologen, der so genannten „International 
Lymphoma Study Group“ (ILSG) im April 1993 in Berlin, mit dem Ziel eine gemeinsame, auf 
beiden Seiten des Atlantiks akzeptierte Lymphomeinteilung zu entwickeln. Als wesentlicher 
Unterschied zur vorher am meisten gebräuchlichen Rye-Klassifikation grenzt die REAL-
Klassifikation das NLPHD als eigene Entität ab. Im Gegensatz zu den klassischen Subtypen 
finden sich im NLPHD-Subtyp normalerweise kaum oder gar keine typischen H-RS-Zellen, 
sondern so genannte L&H-Zellen (lymphozytisch/histiozytisch), nach ihrer Morphologie auch 
„popcorn cells“ genannt. Sie zeichnen sich durch einen vesikulären, polylobulierten Zellkern 
und kleine, in der Regel peripher angesiedelte Nukleoli aus (20, 83). 
Hansmann et al. zufolge erinnern diese Zellen morphologisch an Zentroblasten und sind als 
B-Zellen charakterisiert, da sie für CD15 und CD30 meistens negativ, für die B-Zell-
assoziierten Antigene CD19 und CD20 hingegen meist positiv sind. Bemerkenswerterweise 
ist auch, dass sich in L&H-Zellen weniger oft das EBV-Genom nachweisen lässt als in 
klassischen H-RS-Zellen. 
Kennzeichnend für die Subtypen des klassischen Morbus Hodgkin ist demgegenüber die 
Anwesenheit der klassischen H-RS-Zellen, die normalerweise CD30- und CD15-positiv sind, 
hingegen nur schwach positiv oder negativ für T- und B-Zell-assoziierte Antigene (20). Nicht 
selten finden sich allerdings auch H-RS-Zellen mit einem inkonsistenten Immunphänotyp.  
Je nach Hodgkin-Subtyp sind diese H-RS-Zellen in ein knotiges und stark fibrosiertes 
Gewebe, in ein lymphozytenarmes, in ein lymphozytenreiches oder gemischtzelliges 
Gewebe eingebettet.  
Der Subtyp der nodulären Sklerose ist mit 65 % die häufigste Hodgkinform in Europa und 
Nordamerika und zeichnet sich neben regressiven Veränderungen in Form von Nekrosen 
und starker bandförmiger Vernarbung durch das Auftreten von sog. Lakunenzellen aus, die 
hier in großer Anzahl vorkommen und diagnostisch bedeutsam sind. Allerdings handelt es 
sich bei den Lakunen, wie im vorangegangenen Text bereits erläutert, um einen 
Einbettungsartefakt. 
In bis zu 40 % der Fälle lässt in den Lakunenzellen das EBV-Genom nachweisen. Der 
Mischtyp, der mit 25 % den zweithäufigsten Hodgkin-Subtyp darstellt, ist durch ein buntes 
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Zellbild geprägt. Neben den klassischen H-RS-Zellen, die in 65 % der Fälle EBV-positiv sind, 
können vereinzelt Lakunenzellen auftreten, wobei das umgebende lymphohistiozytäre 
Gewebe ein breites Spektrum umfassen kann.  
Der lymphozytenarme Subtyp ist in Europa die seltenste Form des Hodgkin-Lymphoms. Das 
histologische Bild wird beherrscht von H-RS-Zellen, die eine vermehrte Kernaplasie 
aufweisen, wohingegen Entzündungszellen vergleichsweise in den Hintergrund treten. 
Früher wurde diese Form als Hodgkin-Sarkom bezeichnet, denn sie stellt die aggressivste 
Verlaufsform dar und kommt vor allem bei älteren Menschen und HIV-infizierten Patienten 
vor. In manchen Fällen kann eine eindeutige Trennung dieses Subtyps von einem großzellig-
anaplastischen Lymphom schwierig sein (161). Der lymphozytenreiche Subtyp wird in der 
REAL-Klassifikation als provisorische Entität aufgeführt. Differentialdiagnostisch ist dabei die 
Abgrenzung zur NLPHD schwierig, allerdings finden sich nur beim lymphozytenreichen 
Hodgkin-Lymphom klassische H-RS-Zellen (20). Bei differentialdiagnostischen 
Überlegungen zum Morbus Hodgkin muss zum einen an reaktive 
Lymphknotenveränderungen bei manchen Virusinfektionen gedacht werden, zum anderen 
sollte das T-Zell-reiche B-Zell-Lymphom, T-Zell-Neoplasien vom Typ des Lennert-Lymphoms 
und die Lymphogranulomatosis X in Betracht gezogen werden. 
Die seit 2001 bestehende WHO-Klassifikation, die sämtliche hämatologischen und 
lymphatischen Neoplasien repräsentiert, entspricht bezüglich des Morbus Hodgkin der 
REAL-Klassifikation. 
 
 
1.3 Die Rolle der Telomere und der Telomerase in der Pathologie des Morbus 
Hodgkin    
 
Wie bereits angedeutet, war die Natur der H-RS-Zellen lange Zeit ein Rätsel, bis 
molekularbiologische Studien an einzelnen H-RS-Zellen zeigen konnten, dass diese in den 
meisten Fällen eine klonale Expansion von späten B-Lymphozyten darstellen (31, 82, 84, 
91). Dies bedeutet, dass die H-RS-Zellen von einem einzelnen transformierten B-
Lymphozyten abstammen und somit die Fähigkeit zur unbegrenzten Teilungsfähigkeit 
besitzen müssen. Voraussetzung für diese Eigenschaft ist jedoch die Aktivität des 
Ribonukleoproteins Telomerase. Wäre diese Voraussetzung nicht gegeben, so würden die 
Telomere der H-RS-Zellen mit jeder Mitose kürzer werden, wodurch es bei einer kritischen 
Telomerlänge zum Proliferationsstillstand  mit Eintritt in die zelluläre Vergreisung käme. 
Maligne Zellen verfügen stets über Telomeraseaktivität, die eine Telomerstabilisierung 
gewährleistet. Angesichts dieser Tatsache war es sehr überraschend, als Brousset et al. 
1997 berichteten, dass lediglich in einem von 14 Hodgkin-Fällen positive Telomeraseaktivität 
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mittels TRAP-Assay ermittelt werden konnte (10). Allerdings konnten in fünf der 13 
Telomerase-negativen Fälle Hinweise für Enzymdegradation gefunden werden, wohingegen 
die restlichen acht Fälle als tatsächlich Telomerase-negativ interpretiert wurden. Brousset et 
al. folgerten daraus, dass H-RS-Zellen zum Teil über einen Telomerase-unabhängigen 
Immortalisierungsmechanismus verfügen, mit der Konsequenz, dass der Morbus Hodgkin 
ein besonderes humanes Malignom darstellt und die Telomeraseaktivität zu einem neuen 
prognostischen Indikator wird. Diese Hypothesen konnten jedoch von Heine et al. 1999 ganz 
klar widerlegt werden (61). Die Arbeitsgruppe untersuchte 13 Hodgkin-Fälle hinsichtlich ihrer 
Telomeraseexpression, wobei drei unterschiedliche Methoden zur Anwendung kamen. 
Neben der Messung der Telomeraseaktivität mittels des TRAP-Assays, wurde die RNA-
Untereinheit der Telomerase hTR mittels RT-PCR ermittelt und zusätzlich eine in situ 
Hybridisierung durchgeführt, um hTR auf Einzelzellebene zu lokalisieren. Acht der 13 
untersuchten Hodgkin-Fälle zeigten im TRAP-Assay eine positive Telomeraseaktivität, zwei 
weitere Fälle konnten aufgrund Telomeraseinhibitoren nicht interpretiert werden. Schließlich 
waren lediglich drei Fälle (28%) eindeutig Telomerase-negativ. Dieses Ergebnis stand somit 
in klarem Widerspruch zur Arbeit von Brousset et al., in der 88 % der Hodgkin-Fälle 
Telomerase-negativ waren. Nach Heine et al. ist diese Diskrepanz durch falsch-negative 
Proben zu erklären, die beispielsweise dadurch entstehen, dass die in den Proben 
vorhandene Telomerase durch lange Aufbereitungszeiten degradiert wird. Auch ein TRAP-
Assay mit geringer Sensitivität könnte falsch-negative Ergebnisse erbringen. Ein anderes 
Problem des TRAP-Assays ist es, dass das ermittelte Signal nicht einer einzelnen Zelle 
zugeordnet werden kann, womit der TRAP-Assay, wie andere extraktive Methoden für die 
Untersuchung des Hodgkin-Lymphoms ungeeignet erscheint, worin die H-RS-Zellen in der 
Regel weniger als 1 % der gesamten Zellpopulation ausmachen.  
Die Telomerasepositivität von H-RS-Zellen in vivo wird gestützt durch eine hohe 
Telomeraseaktivität auch in Hodgkin-Zelllinien wie der Zelllinie HDLM-2 (113), welche als  
Grundlage dieser Arbeit diente. 
Unabhängig von der Telomeraseaktivität ist, entsprechend den Ergebnissen von Heine et al., 
hTR in allen Subtypen des Hodgkin-Lymphoms wie auch in allen benignen lymphatischen 
Geweben mittels RT-PCR nachweisbar. Die in situ Hybridisierung zur Detektion von hTR 
demonstriert, dass ausschließlich H-RS-Zellen hTR in hoher Konzentration enthalten, 
woraus folgt, dass H-RS-Zellen die Telomerase überexprimieren. Aus dem oben 
aufgeführten lässt sich schlussfolgern, dass die H-RS-Zellen ihre unbegrenzte 
Proliferationskapazität tatsächlich dem Ribonukleoprotein Telomerase zu verdanken haben, 
und dass sich der Morbus Hodgkin diesbezüglich nicht von anderen Malignomen 
unterscheidet. Erstaunlich ist aber, dass H-RS-Zellen, wie bereits erwähnt, nur in geringer 
Anzahl in Hodgkin-Lymphomen anzutreffen sind, von denen wiederum nur sehr wenige 
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Zeichen mitotischer Aktivität aufweisen. Häufig sind H-RS-Zellen zu finden, die entweder tot 
sind oder dem Zelltod unmittelbar bevorstehen, so genannte Mumienzellen (98). Obwohl 
diese Besonderheit der Hodgkinschen Erkrankung seit langem bekannt ist, steht eine 
Erklärung dieses Phänomens bislang aus. Betrachtet man dies unter dem Gesichtspunkt der 
Tumorkinetik des Hodgkin-Lymphoms, so kann dies Folge einer reduzierten 
Proliferationsaktivität der H-RS-Zellen sein, zum anderen auf einen gesteigerten Zelltod 
zurückzuführen sein.  
Demgegenüber ist die Bedeutung des Zelltodes in der Pathophysiologie des Morbus 
Hodgkin nur wenig untersucht worden, insbesondere sind keine Daten über die Beziehung 
zwischen Telomeraseaktivität und Apoptose beim Morbus Hodgkin verfügbar. Ein wichtiges 
Ziel dieser Arbeit ist es herauszufinden, ob eine insuffiziente Telomerstabilisierung ursächlich 
für den Untergang von H-RS-Zellen verantwortlich ist. Dies würde den Morbus Hodgkin 
wiederum von anderen Malignomen abgrenzen. 
 
 
1.4 Fragestellung 
 
Konkret sollen anhand dieser Arbeit folgende Fragen beantwortet werden: 
I. Unterscheidet sich die Hodgkin-Zelle, als die eigentliche Tumorzelle beim M. 
Hodgkin, bezüglich ihrer Telomerlänge von den Bystander-Zellen? 
II. Lässt sich in der Zelllinie HDLM-2, wie in anderen Malignomen, eine 
Telomeraseaktivität nachweisen? 
III. Lässt sich diese Telomeraseaktivität durch Inhibitoren der Reversen Transkriptase 
signifikant hemmen?  
IV. Wenn ja, wie wird dadurch die Wachstumsrate beeinflusst? 
V. Kann die Verkürzung telomerer Sequenzen gemessen, bzw. optisch zur Darstellung 
gebracht werden?  
VI. Kann die Zelllinie HDLM-2 durch konsequente Hemmung ihres Enzyms Telomerase 
in die Telomerkrise getrieben und damit der Zelltod in diesen Zellen induziert 
werden? 
VII. Welche Form des Zelltodes zieht eine konsequente Telomeraseinhibition nach sich? 
Kommt es zu einer Ausbildung von Mumienzellen? 
VIII. Kein Leben ohne Telomerase? Kann die Proliferationsfähigkeit dieser Zelllinie auch 
durch andere Mechanismen aufrechterhalten werden?   
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2 Material und Methoden 
 
 
2.1 Zellkultur 
 
2.1.1 Die Hodgkin-Zelllinie HDLM-2 
Die Untersuchungen zum Zelltod beim Morbus Hodgkin wurden an der Hodgkin-Zelllinie 
HDLM-2 durchgeführt, die uns freundlicherweise von Herrn Professor Dr. med. V. Diehl, 
ehem. Direktor der I. Medizinischen Klinik der Universität zu Köln, zur Verfügung gestellt 
wurde. Dabei handelt es sich um Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen aus einem nodulär-
sklerosierenden Hodgkin-Lymphom. 
 
2.1.2 Die Fibroblastenkultur 
Bei den eingesetzten Fibroblasten handelte es sich um primäre humane dermale 
Fibroblasten aus dem Praeputium, die uns freundlicherweise von Frau Prof. Dr. rer. nat. A. 
Bosserhoff zur Verfügung gestellt wurden. 
 
2.1.3 Kultivierungsbedingungen  
Sowohl die Zelllinie HDLM-2 als auch die primären Fibroblasten wurden bei einer 
Temperatur von 37°C in einer mit 5%-igem Kohlendioxid angereicherten Atmosphäre 
kultiviert (Kulturschrank von Kendro (Heaeus&Sorvall), Hanau).  
Als Nährmedium für HDLM-2 diente RPMI 1640 Medium (PAA, Linz) mit 10% FKS, 10 U/ml 
Penicillin G, sowie 10µg/ml Streptomycin.  
Die Fibroblasten dagegen wurden mit DMEM Medium versorgt, welches ebenfalls 10% FKS 
sowie die Antibiotika Penicillin G und Streptomycin enthielt. 
 
2.1.4 Mediumwechsel und Subkultivierung von Zellkulturen 
Nach Erreichen der Maximaldichte bzw. nach Verbrauch des Mediums (erkennbar am 
Farbumschlag des Mediums von rot nach gelb), wurden die HDLM-2-Zellen passagiert, d.h. 
sie wurden unter Verdünnung in neue Kulturflaschen überführt. Dazu wurde die 
Kultursuspension bei 1600g für fünf Minuten zentrifugiert, das Pellet in neuem Medium 
resuspendiert und auf neue Kulturflaschen verteilt. 
Bei den Fibroblasten handelt es sich im Gegensatz zu den HDLM-2-Zellen um adhärent 
wachsende Zellen. Konfluent wachsenden Zellen wurde zunächst das Medium abgesaugt 
und die Zellen mit PBS gewaschen, um eine Beeinträchtigung der Trypsinwirkung zu 
vermeiden. Zum Ablösen der Zellen wurde Trypsin-EDTA (0,25% Trypsin, 0,25% EDTA, pH 
7,6) hinzugegeben und zwei Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung des Trypsins 
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wurden die abgelösten Zellen in frischem Medium aufgenommen und fünf Minuten bei 1600g 
zentrifugiert. Das Pellet wurde in neuem Medium resuspendiert und auf mehrere neue 
Kulturflaschen verteilt. 
 
2.1.5 Kryokonservierung von Zellen 
Wie aus Tabelle 2.1 zu entnehmen ist, benötigt man für die Kryokonservierung eine Zellzahl 
von mindestens 1*106 Zellen. Sind adhärent wachsende Zellen zu konservieren, müssen 
diese zunächst wie unter 1.1.4 beschrieben trypsiniert werden. 
Die einzufrierenden Zellen wurden einmal mit Medium gewaschen und das Zellpellet in 
frischem Medium aufgenommen. In einem Falcon-Röhrchen wurden 8 ml Medium mit 1 ml 
100% FKS und 1 ml DMSO gemischt. DMSO fungiert dabei als Schutzsubstanz, da es die 
Kristallbildung innerhalb und außerhalb der Zelle sowie die partielle Dehydratation des 
Zytoplasmas verhindert. In dieses Einfriermedium wurden die Zellen aufgenommen und zu 1 
bis 2 ml in spezielle Gefäße abgefüllt, die eigens der Kryokonservierung dienen („Cryogenic 
Vial“, Corning Incorporated, Canada).  
Diese Kryoröhrchen wurden für eine halbe Stunde bei 4°C, dann für zwei Stunden bei –20°C 
und anschließend über Nacht bei –80 °C gelagert. Am nächsten Tag wurden die Zellen in 
einen Behälter mit flüssigem Stickstoff (-196°C) überführt. Durch diese stufenweise 
Abkühlung sollen die Zellen möglichst schonend konserviert werden. 
 
2.1.6 Auftauen von Zellen 
Die bei –196°C gelagerten Zellen wurden in einem 37°C warmen Wasserbad erwärmt und 
sofort nach dem Auftauen in Kulturmedium aufgenommen. Es erfolgte dann eine 
fünfminütige Zentrifugation bei 1600g, um das toxische DMSO von den Zellen zu trennen.  
Das Zellpellet wurde anschließend in 5ml Medium resuspendiert und in eine T25 
Kulturflasche überführt. 
 
2.1.7 Zellzählung mittels Neubauer-Kammer 
Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, sollten die Proben eines Versuchsansatzes 
ungefähr dieselbe Menge an Zellen bzw. Zellmaterial besitzen. Die Zellzahl lässt sich mit 
Hilfe der so genannten Neubauer-Kammer ermitteln. Diese besteht im Wesentlichen aus 
einem kapillären Spalt zwischen zwei Glasschichten, der mit Quadranten markiert ist. Man 
pipettiert 20µl der zu untersuchenden Zellsuspension in die Kammer. Durch Kapillarkräfte 
verteilt sich darin die Zellsuspension gleichmäßig. Anschließend zählt man unter dem 
Mikroskop bei zehnfacher Vergrößerung vier dieser Quadranten aus, teilt die Gesamtzahl 
durch vier und multipliziert mit 10.000. So erhält man die Anzahl an Zellen pro Milliliter der 
Zellsuspension. 
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2.1.8 Benötigte Zellzahlen 
 
Methode Zellzahl pro Probe Verwendung für 
Kryokonservierung min.1*106 Rekultivierung 
Zellysierung 2*105 ELISA 
 DNA-Extraktion 1*106 Southern blot 
Zytospin Keine definierte Zellzahl nötig FISH 
 
Tab. 2 
 
 
2.2 Inhibitionsversuche 
 
2.2.1 Inhibitoren der Telomerase 
In Anlehnung an die Arbeiten von Blackburn et al. wurde die Zelllinie HDLM-2 verschiedenen 
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren ausgesetzt. Didesoxyguanosin (ddG) wurde in einer 
Konzentration von 10µM, Azidothymidin in einer Konzentration von 100 µM und Foscarnet in 
einer Konzentration von 300 µM eingesetzt. 
 
 
Inhibitor Konzentration im Kulturmedium Hersteller 
ddG 10µM Calbiochem, Darmstadt, BRD 
AZT 100µM Calbiochem, Darmstadt, BRD 
FOS 300µM Sigma, Deisenhofen, BRD 
 
Tab. 3 
 
 
2.2.2 Wirkmechanismen und Eigenschaften der Inhibitoren 
2`-3`-Didesoxyguanosin (C10H13N5O3) 
DdG ist als Pseudonukleotid ein Hemmstoff der reversen Transkriptase, welches eine 
reproduzierbare, progressive Telomerverkürzung in den Zelllinien Jurkat E6-1 und JY616 
gezeigt hat. Dabei hat ddG keinen Einfluss auf die Zellteilungsrate oder auf die Morphologie 
der Zellen. Die Bindung dieses Pseudonukleotids an das telomere Ende des Chromatins 
führt zu einem Kettenabbruch, da die Telomerase kein weiteres Nukleotid an den zweifach 
desoxygenierten Rest zufügen kann. 
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3`-Azido-2`,3`-didesoxythymidin (C10H13N5O4) 
AZT wurde 1964 von Jerome P. Horwitz erstmals synthetisiert. Zwar versagte es als 
Medikament gegen Krebs (zu diesem Zweck wurde es hergestellt), aber man fand 1985, 
dass es als Hemmstoff der HIV-reversen-Transkriptase ein wirksames Mittel zur Behandlung 
von AIDS darstellt. Als Pseudonukleotid führt es ebenfalls zum Kettenabbruch und somit zu 
einer irreversiblen Telomerverkürzung. 
 
Foscarnet (CO5PNa3 * 6 H2O) 
Nach Blackburn et al. (6) hat Foscarnet keine reproduzierbaren telomerverkürzenden 
Eigenschaften, wurde aber in Kombination mit ddG eingesetzt. 
 
2.2.3 Strukturformeln der Inhibitoren 
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Abb. 5: Strukturformeln der Inhibitoren: ddG, AZT, FOS (von rechts nach links) 
 
 
2.3 Bestimmung der Telomeraseaktivität mittels TRAP-Assay 
 
2.3.1 Das Testprinzip 
Die Telomeraseaktivität der Fibroblasten sowie der Zelllinie HDLM-2 mit und ohne Einfluss 
der Telomeraseinhibitoren wurde mit dem „TeloTAGGG Telomerase PCR ELISAPLUS“-Kit der 
Firma Roche ermittelt. Dieses Kit enthält sämtliche Reagenzien für einen photometrischen 
Enzym-Immunoassay (ELISA) zur quantitativen Erfassung der Telomerase-Aktivität auf der 
Basis des TRAP-Assays.  
Das Testprinzip gliedert sich in drei wesentliche Schritte: 
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1. Schritt: Lyse der Zellen 
Die zu untersuchenden Zellen werden lysiert, wodurch die im Zytoplasma 
befindliche Telomerase freigesetzt wird. 
2. Schritt: Elongation/Amplifizierung (TRAP-Assay) 
Im ersten Schritt fügt die in der Probe vorhandene Telomerase telomere 
Wiederholungssequenzen (TTAGGG) an das 3´-Ende des Biotin-
markierten synthetischen P1-TS-Primers. Diese Elongationsprodukte, als 
auch der Interne Standard (IS), der sich im gleichen Reaktionsansatz  
befindet, werden mittels PCR amplifiziert. Als Primer werden die P1-TS und 
der Anker-Primer P2 eingesetzt.  Die PCR-Produkte der Telomerase- 
vermittelten Elongationsprodukte enthalten die Telomerase-spezifischen 6 
Nukleotide, während der Interne Standard ein 216 bp langes PCR Produkt 
generiert. 
3. Schritt: Detektion mittels ELISA 
Die PCR-Produkte werden in zwei Aliquots gesplittet, denaturiert und 
getrennt mit Digoxygenin-markierten Detektionssonden hybridisiert. Eine 
der Sonden ist spezifisch für telomere Wiederholungssequenzen (P3-T), 
die andere ist spezifisch für den Internen Standard (P3-Std). Die aus dieser 
Hybridisierung hervorgegangenen Produkte werden über ihre Biotin-
Markierung an eine mit Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte gebunden. 
Die auf diese Weise immobilisierten Amplifikate werden dann mit einem 
Antikörper gegen Digoxygenin detektiert. Dieser Antikörper ist konjugiert 
mit Meerrettich-Peroxidase (=horseradish peroxidase; Anti-DIG-HRP) 
dessen Substrat TMB darstellt. Die Reaktion des Anti-DIG-HRP mit dessen 
Substrat TMB ergibt eine photometrisch erfassbare Farbreaktion. 
 
2.3.1.1 TRAP-Assay 
Im Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP) wird das Produkt der Telomerase-
Reaktion mittels PCR amplifiziert. 
 
2.3.1.2 ELISA 
Der ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) wurde für die quantitative Bestimmung 
spezifischer Proteine in Gewebeproben, Blut oder Urin entwickelt. Spezifische, gegen die zu 
bestimmende Substanz gerichtete Antikörper werden an ein Trägermaterial (z.B. Zellulose 
oder Polystyrol, hier Streptavidin) gebunden. Nach Inkubation mit der Probe bilden sich 
Immunkomplexe, an die sich nun zugefügte Enzym-markierte Anti-Antikörper anlagern.  
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Das Zufügen eines Substrates, welches sich an das Enzym bindet, ergibt eine Farbreaktion, 
die eine sehr genaue photometrische Messung ermöglicht. 
 
2.3.2 Protokoll nach den Empfehlungen der Firma Roche 
 
Lösung Inhalt 
1 Lysierreagenz 
2 Reaktionsgemisch 
3 Interner Standard 
4 Kontrollmatrize, kurz 
5 Kontrollmatrize, lang 
6 Wasser, nukleasefrei 
7 Denaturierungsreagenz 
8 Hybridisierpuffer T  
9 Hybridisierpuffer IS 
10 Waschpuffer 
11 Anti-DIG-HRP 
12 Konjugat-Verdünnungspuffer
13 TMB-Substratlösung 
14 Stoppreagenz 
 
Tab. 4: Reagenzien für TRAP  
 
Herstellung der Zelllysate  
Als erstes wurden die Zellen geerntet und mittels Neubauer-Kammer gezählt. Pro Probe 
wurden 2*105 Zellen in ein frisches Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg) überführt und bei 
3000g in einer gekühlten Zentrifuge bei 4°C pelletiert. Der Überstand wurde vorsichtig 
abpipettiert und das Pellet in PBS resuspendiert und anschließend erneut abzentrifugiert. 
Die pelletierten Zellen wurden mit 200 µl gekühltem Lysierreagenz (Lösung 1) versetzt, gut 
durchmischt und 30 Minuten lang auf Eis inkubiert. Das so erhaltene Zelllysat wurde bei 
16000g 20 Minuten lang bei 4°C zentrifugiert. Von diesen 200 µl Lysat wurden die oberen 
175 µl vorsichtig in ein frisches Reaktionsgefäß überführt, um keinen Zelldetritus 
aufzunehmen. 
 
Herstellung der Negativproben 
Jeweils 5 µl der Zelllysate wurden 25 Minuten bei 95°C inkubiert um so eine 
Hitzedenaturierung der Telomerase zu bewirken. 
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TRAP 
Für jede Probe, deren Negativproben, die beiden Positivkontrollen und deren 
Negativkontrollen wurden jeweils 25 µl Reaktionsgemisch (Lösung 2) und 5 µl des Internen 
Standard (Lösung 3) in einem PCR-Reaktionsgefäß vorgelegt. 2 µl der jeweiligen Probe/der 
Negativkontrolle wurden hinzugefügt. Für die Positivkontrollen wurden jeweils 1 µl der 
Kontrollmatrizen (Lösung 4 und 5) hinzugefügt. Die Negativkontrollen enthielten 1 µl 
Lysierreagenz. Den Proben/Negativproben wurden dann die Telomeraseinhibitoren ddG, 
AZT und Foscarnet in den oben angegebenen Konzentrationen beigefügt. Alle 
Reaktionsgemische wurden mit nukleasefreiem Wasser auf ein Endvolumen von 50 µl 
aufgefüllt. Nach Zugabe von 50 µl PCR-Öl zur Versiegelung des Reaktionsgemisches 
erfolgte eine Elongations- bzw. Amplifikationsreaktion (Thermocycler „OmniGene“, HYBAID, 
Heidelberg) nach dem vorgegebenen Protokoll (Tab. 2.4) der Firma Roche. 
 
 
Arbeitsschritt Zeit Temperatur Zyklus 
Primer- Elongation 10-30 min 25°C  
Telomerase Inaktivierung 5 min 94°C  
Amplifikation 
Denaturierung 
Annealing 
Polymerisation 
 
 
30 s 
30 s 
90 s 
10 min 
 
94°C 
50°C 
72°C 
72°C 
 
1-30 
 
Kühlung  4°C  
 
Tab. 5: PCR-Schritte beim TRAP 
 
 
ELISA 
Pro Probe und pro Positivkontrolle wurden jeweils zwei frische Reaktionsgefäße 
bereitgestellt. Pro Negativprobe und pro Negativkontrolle wurde jeweils ein neues 
Reaktionsgefäß benötigt. In jedes Reaktionsgefäß  wurden 10 µl der Denaturierungslösung 
(Lösung 7) sowie 2,5 µl des entsprechenden Amplifikates hinzugefügt. 
Es folgte eine Inkubation für 10 Minuten bei Raumtemperatur. 
Die Proben bzw. Positivkontrollen wurden einmal mit 100 µl Hybridisierungpuffer T und 
einmal mit Hybridisierungspuffer IS versetzt.  
Die Negativproben bzw. Negativkontrollen wurden mit 100 µl Hybridisierungspuffer T 
vermischt. 
Jeweils 100 µl der Reaktionslösungen wurden auf eine Mikrotiterlpatte transferiert. Diese 
wurde nach Versiegelung mit einer Folie bei 37°C zwei Stunden lang auf einem Schüttler bei 
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300 rpm inkubiert. Anschließend wurden die Hybridisierungspuffer vollständig entfernt. Jedes 
Well wurde drei Mal für jeweils mindestens 30 Sekunden mit 250 µl Waschpuffer gewaschen. 
Danach wurden jeweils 100 ml Anti-DIG-HRP-Lösung (Lösung 11) hinzugefügt und bei RT 
30 Minuten lang auf dem Schüttler inkubiert. Nach Entfernung dieser Lösung wurde die MTP  
fünf Mal mit 250 µl Waschpuffer gewaschen. Im Anschluß daran wurden jeweils 100 µl TMB-
Substratlösung (Lösung 13) eingebracht um die MTP wieder bei RT auf dem Schüttler zu 
inkubieren. Dabei entwickelt sich eine Blaufärbung. Nach 10 bis 20 Minuten wurde ein 
Stoppreagenz (Lösung 14) hinzugefügt um die Farbentwicklung zu beenden. Es kommt so 
zu einem Farbumschlag von blau nach gelb. 
Mit Hilfe eines ELISA-Lesegerätes (Lambda E, MWG Biotech AG, Ebersberg) wurde die 
Absorption der Proben bei einer Wellenlänge von 450 nm innerhalb von 30 Minuten nach 
Zusatz des Stoppreagenz gemessen.   
 
Berechnung der relativen Telomeraseaktivität (RTA) 
Aus den gemessenen Absorptionswerten lässt sich nach folgender Formel die RTA 
berechnen. 
 
                          (AS – AS,0) / AS,IS
RTA   =                                                      *  100 
                      ( ATS8 – ATS8,0) / ATS8,IS
 
AS      Absortion der Probe ( s für sample) 
AS,0 Absorption der hitzedenaturierten Probe (Negativprobe) 
AS,IS Absorption des Internen Standard der Probe 
ATS8 Absorption der Kontrollmatrize  
ATS8,0  Absorption des Lysierreagenz (Negativkontrolle)  
ATS8,IS  Absorption des Internen Standard der Kontrollmatrize 
 
 
2.4 Bestimmung der Telomerlängen mittels Southern blot 
 
2.4.1 Das Testprinzip 
Die Telomerlängen sowohl der Fibroblasten als auch der Zelllinie HDLM-2 mit und ohne 
Inhibition der Telomerase wurden mit dem „Telo TAGGG Telomere Length Assay“-Kit der 
Firma Roche ermittelt. Dieses Kit stellt ein nicht-radioaktives, auf Cheminolumineszenz 
basierendes Verfahren zur Detektion telomerer DNA dar.  
Das Testprinzip gliedert sich im Wesentlichen in drei Hauptschritte: 
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1. Schritt: Verdauung der DNA 
Genomische DNA wird mit Hilfe eines optimierten Gemisches aus  
Restriktionsenzymen verdaut. Telomere DNA sowie subtelomere DNA 
werden aufgrund ihrer besonderen Basensequenz nicht von den 
Restriktionsenzymen angegriffen, während nicht-telomere-DNA zu 
niedrigmolekularen Fragmenten gespalten wird.    
2. Schritt: Gel-Elektrophorese und Southern Blotting 
Im Anschluss an die DNA-Verdauung werden die DNA-Fragmente mittels 
Gel-Elektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe des Southern-Blot Verfahrens 
auf eine Nylonmembran übertragen. 
3. Schritt: Hybridisierung und Chemilumineszenz-Detektion 
Die geblotteten DNA-Fragmente werden mit einer Digoxygenin-markierten 
Sonde hybridisiert, welche spezifisch für die telomere Basenabfolge ist. 
Anschließend erfolgt die Inkubation mit einem Digoxygenin-spezifischen 
Antikörper, der kovalent an Alkalinphosphat gebunden ist. Letztlich wird die 
gebundene Telomersonde in Gegenwart einer Alkalinphosphatase, die 
CDP-Star metabolisiert, sichtbar gemacht. CDP-Star ist ein hochsensitives 
Chemilumineszenz-Substrat. Die durchschnittliche Telomerlänge kann 
dann durch den Vergleich der erhaltenen Signale mit einem DNA-Längen-
Standard bestimmt werden. 
 
2.4.1.1 DNA-Isolierung 
Die notwendige DNA wurde mit Hilfe des „DNeasy“-Kit der Firma QIAGEN (Hilden) isoliert. 
Pro Probe wurde jeweils eine Zellzahl von etwa 1*106 Zellen eingesetzt. Das Zellpellet wurde 
zunächst in 200 µl PBS aufgenommen, 200 µl AL-Puffer sowie 25µl Proteinase K wurden 
hinzugefügt. Dieses Gemisch dient der Lyse der Zell- und Kernmembran und ermöglicht so 
die Freisetzung zellulärer DNA. Nach leichtem Vortexen erfolgte für 15 min eine Inkubation 
bei 70°C im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg). Danach wurden 210 µl reines Ethanol 
hinzugefügt, die Lösung kurz per Hand geschüttelt und in eine spezielle DNA-Isoliersäule 
aus dem Kit pipettiert. Die beladene Säule wurde dann für 1 min bei 8.000 rpm zentrifugiert 
und der Durchsatz verworfen. Im ersten Waschschritt wurden 500 µl „AW 1“ in die Säule 
pipettiert und diese dann eine Minute bei 8.000 rpm zentrifugiert und der Durchsatz wieder 
verworfen. Nach Zufügen der zweiten Waschlösung „AW 2“ wurde nochmals eine Minute  bei 
8.000 rpm zentrifugiert und anschließend das Auffanggefäß gewechselt. Durch die darauf 
folgende fünfminütige Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde der restliche Alkohol aus der DNA 
entfernt.  Das Auffanggefäß wurde verworfen und die Säule in ein frisches Reaktionsgefäß 
überführt. Letztlich wurde zur ersten Elution der DNA 100 µl AE-Puffer (oder 10 mmol Tris) in 
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die Säule pipettiert und für 5 min bei 70 °C im Thermomixer inkubiert. Durch eine 
anschließende einminütige Zentrifugation bei 8.000 rpm wurde das erste DNA-Eluat 
gewonnen. Die Säule wurde dann für die zweite Elution in ein frisches Reaktionsgefäß 
gesetzt und mit 100 µl AE-Puffer (oder 10 mmol Tris) befüllt. Nach erneuter Inkubation und 
anschließender Zentrifugation wurde das zweite Eluat gewonnen, welches in der Regel 
einen geringeren DNA-Gehalt als das erste Eluat besitzt. Die Säule wurde nach der Elution 
verworfen. 
 
2.4.1.2 Agarose-Gel-Elektrophorese der extrahierten DNA 
Die Gel-Elektrophorese von DNA dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten und der 
qualitativen Ermittlung der Konzentration von DNA-Lösungen. 
Agarose ist ein lineares Polymer mit alternierenden D- und L-Galaktose-Resten in alpha(1-
3)-und beta(1-4)-glykosidischen Bindungen. Wenn Agarose geliert wird, bildet sich ein 
dreidimensionales Netz aus, das eine Porengröße von 50 bis zu mehr als 200 nm besitzen 
kann. 
Die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA durch das Agarose-Gel hängt von verschiedenen 
Faktoren ab: 
- Die molekulare Größe der DNA: 
Größere DNA-Moleküle durchdringen die Poren des Gels nur schwer und wandern daher 
langsamer durch das Gel als kleinere Fragmente. 
- Die Konzentration der Agarose: 
In der Molekularbiologie werden Agarose-Gele in Konzentrationen von 0,5 bis 2% 
verwendet. Dabei wandert DNA umso schneller durch das Gel, je geringer deren Agarose-
Konzentration ist. 
- Die Konformation der DNA: 
Suprahelikale zirkuläre DNA, einfache zirkuläre und lineare DNA-Molküle wandern unter 
bestimmten Bedingungen unterschiedlich schnell durch das Gel. 
- Der Einfluß von Ethidiumbromid: 
Die Interkalation des Ethidiumbromid mit dem DNA-Molekül verursacht eine Verringerung 
deren negativen Ladung und führt so zu einer verlangsamten Wanderungsgeschwindigkeit. 
- Die angelegte Spannung:  
Je höher die Spannung, umso schneller wandert die DNA. 
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In dieser Arbeit wurde 1%iges Agarose-Gel verwendet. Für die Elektrophorese wurde pro 
DNA Probe 5µl loading-buffer in einem Reaktionsgefäß vorgelegt und 10 µl des Eluats 
dazupipettiert. Anschließend wurden die DNA-Proben in die Gelslots eingebracht.  Pro Reihe 
im Gel wurde ein Marker aufgetragen (Ready-Load 100 bp DNA-Ladder,  GIBCO BRL, Life 
Technologies, Karlsruhe). 
 
2.4.1.3 Konzentrierung von DNA durch Präzipitation 
DNA-Eluate, die eine zu geringe Konzentration an DNA enthielten, mussten durch die 
Methode der Präzipitation aufkonzentriert werden. Für den Telomerlängenassay sollten 1 bis 
2 µg reiner DNA in maximal 17µl Eluat enthalten sein. 
Die DNA-Lösung wurde zur Fällung mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 3 Vol. 
reinem Ethanol gemischt. Nach einer einstündigen Inkubation bei –20 °C wurde die DNA in 
einer 4°C kalten Zentrifuge bei 13.000 rpm für 20 min zentrifugiert und der Überstand 
vorsichtig abpipettiert. Es folgte ein Waschschritt mit –20 °C kaltem 70%igem Ethanol, dem 
sich eine erneute Zentrifugation für 20 min bei 13.000 rpm anschloss. Nach vorsichtigem 
Abpipettieren des Überstandes wurde die restliche Flüssigkeit mit Hilfe einer 
Vakuumzentrifuge („Speed Vac Concentrator“, Savant/ Uniequip, Martinsried) entfernt. Zum 
Trocknen der DNA reichte eine Zentrifugation für 10 min aus. Die so getrocknete DNA 
konnte im Anschluss in H2O oder TE-Puffer (pH 8,0) (siehe Tab. 6) gelöst werden.  
 
Komponente Konzentration 
Tris/HCl (pH 8,0) 10 mM 
EDTA 1 mM 
 
Tab. 6: TE-Puffer (pH 8,0) 
 
 
2.4.1.4 Reinheits- und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren  
Durch die Methode der Extinktionsmessung mit einem Spektrometer kann sowohl die 
Konzentration als auch die Reinheit von DNA und RNA bestimmt werden, indem die 
Extinktionswerte bei 260 nm und 280 nm gemessen werden. Nukleinsäuren besitzen ein 
Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine dagegen zeigen ihre höchste Extinktion bei 280 
nm. Eine OD von 1 bei 260 nm entspricht einer Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger 
DNA und 40µg/ml einzelsträngiger RNA. Ein Quotient A260/A280 von 1,8 deutet auf eine reine 
DNA-Lösung hin. Bei RNA sollte dieser Quotient zwischen 1,9 und 2,0 liegen. 
Formel zur Bestimmung der DNA-Konzentration in µg/µl: (OD260 * 50 * 100)/1000   
Beispiel: OD260 = 0,062; Konzentration = 0,31µg/µl 
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2.4.1.5 Southern Blotting 
Die Southern-Blot-Technik (nach dem Erstbeschreiber Southern, 1975) dient als 
molekularbiologisches Verfahren der Analyse genomischer DNA. Die zu untersuchende DNA 
wird mit Restriktions-Endonukleasen in Fragmente gespalten, die dann elektrophoretisch 
aufgetrennt, auf Nitrozellulose- oder Nylonmembranen übertragen („Blotting“) und dort fixiert 
werden. Die Detektion und Identifizierung der DNA-Fragmente erfolgt mit geeigneten 
(radioaktiv oder anderweitig markierten) Gensonden (Oligo- bzw. Polynukleotide), die 
spezifisch mit bestimmten DNA-Fragmenten hybridisieren.  
 
2.4.2 Protokoll gemäß den Empfehlungen der Firma Roche 
DNA-Verdauung 
Wichtig hierbei ist, dass sämtliche Arbeitsschritte auf Eis durchgeführt werden. 
Zunächst wurde ein Enzymgemisch aus gleichen Anteilen Hinf I und Rsa I hergestellt, worin 
die Enzymkonzentration jeweils 20 U/µl betrug. Ein bis zwei µg der isolierten DNA wurden 
mit nukleasefreiem Wasser auf ein Volumen von 17µl aufgefüllt. Jeder Probe wurden 2 µl 
Verdauungspuffer sowie 1 µl des Enzymgemisches aus Hinf I/Rsa I hinzugefügt. Für die  
Kontrollen wurde kurzkettige und langkettige Kontroll-DNA aus dem Kit eingesetzt. 
Die Proben wurden für zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Um den Verdauungsvorgang zu 
beenden, wurden jeweils 4 µl loading-buffer in die Proben gegeben und kurz geschüttelt. 
 
Southern Blotting  
 
Lösung Inhalt Herstellung 
1 TAE-Puffer (1x) 0,04 M Tris-Acetat; 0,001 M EDTA; pH 8,0 
2 HCl-Lösung 0,25 M HCl 
3 Denaturierungslösung 0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl;  
4 Neutralisierungslösung 0,5 M Tris-HCl; 3 M NaCl; pH 7,5 
5 20x SSC 3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat; pH 7,0 
6 2x SSC 1:10-Verdünnung von Lösung 5 in aut. H2O 
7 DIG Easy Hyb Lösung der Granula aus dem Kit in 64 ml aut. H2O bei 37°. 
8 Waschpuffer I 2x SSC; 0,1 SDS 
9 Waschpuffer II 0,2x SSC; 0,1 SDS 
10 Waschpuffer III (1x) 1:10-Verdünnung des 10x Waschpuffers aus dem Kit mit aut. H2O 
11 Blocklösung (1x) 1:10-Verdünnung der 10x Blocklösung aus dem Kit  mit dem 
Maleinsäurepuffer (1x, Lösung 12) 
12 Maleinsäurepuffer (1x) 1:10-Verdünnung der 10x Maleinsäurelösung aus dem Kit mit aut. H2O 
13 Anti-DIG-AP 1:10.000-Verdünnung der Anti-DIG-AP-Lösung aus dem Kit auf eine 
Endkonzentration von 75mU/ml 
14 Detektionspuffer 1:10-Verdünnung der 10x Detektionspuffers aus dem Kit mit aut. H2O 
 
Tab. 7: Lösungen, die für den Southern Blot angewandt wurden 
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Für die Auftrennung der verdauten DNA wurde 0,8%iges Agarose-Gel eingesetzt. Hierzu 
wurde hochreine Agarose (Biozym, Oldendorf) in TAE-Puffer (1x, Lösung 1) gelöst. Als 
Elektrophorese-Flüssigkeit diente ebenfalls TAE-Puffer. 
4 µl DIG-Marker, 12 µl nukleasefreies Wasser und 4 µl loading-buffer wurden gemischt und 
bei 65°C zehn Minuten inkubiert, anschließend kurz zentrifugiert. 
Die DNA-Proben sowie der Marker wurden in die Gel-Slots eingebracht. Die angelegte 
Spannung betrug 50 V, die Laufzeit des Gels etwa 4 Stunden. 
Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Gel zunächst in 0,25 M HCl-Lösung (Lösung 
2) getaucht und fünf bis zehn Minuten lang leicht geschwenkt bis zu einem Farbumschlag 
von blau nach gelb, wobei die Blaufärbung des Gels von der Bromphenolblau-Markierung 
des Loading-buffers herrührt. Nach zweimaligem Waschen des Gels in autoklaviertem H2O 
wurde es zweimal für jeweils 15 min bei RT in Denaturierungslösung (Lösung 3) getaucht. 
Nach Wiederholung des Waschschrittes wurde das Gel dann zweimal für jeweils 15 min bei 
RT in Neutralisierungslösung (Lösung 4) gebadet.  
Die Übertragung der nun getrennten und denaturierten DNA nach Southern erfolgte 
anschließend durch aufsteigenden kapillären Transfer auf eine positiv geladene Nylon-
Membran (Roche, Mannheim), wie in Abb. 6 skizziert. Die Übertragungen vollzogen sich 
jeweils über Nacht, etwa über zwölf Stunden. 
Um die transferierte DNA auf der Membran zu fixieren, wurde diese bei 120°C 20 min lang 
gebacken. Anschließend wurde die Membran in 2xSSC (Lösung 6) gewaschen und 
luftgetrocknet. 
 
 
Whatman-Papier
Glasplatte
Transferpuffer
Nylonmembran
500 g
Papiertücher
Gel
Unterlage
Gewicht
 
 
Abb. 6: Schematischer Aufbau einer Southern blot Vorrichtung.  
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Hybridisierung  
25 ml DIG Easy Hyb (Lösung 7) wurden auf 42°C aufgewärmt. Zur Prähybridisierung wurde 
die Membran in 18 ml dieser Lösung getaucht und über 30 Minuten bei 42°C und etwa 30 
rpm auf einem Schüttler „Unimax 1010“ (Heidolph, Kelheim) inkubiert, um spätere 
unspezifische Bindungen der Sonde zu verhindern. Zur Herstellung des eigentlichen 
Hybridisierungspuffers wurde den restlichen 7 ml des DIG Easy Hyb 1,4 µl Telomer-Sonde 
hinzugefügt, welche eine Digoxygeninmarkierung trägt. Der Prähybridisierungspuffer wurde 
vorsichtig abgekippt und die Membran vollständig mit Hybridisierungspuffer beschichtet. Es 
folgte eine dreistündige Inkubation bei 42°C und 30 rpm. Um unspezifisch gebundene Sonde 
zu entfernen, wurde die Membran im Anschluss in einem ersten Waschschritt zweimal 
jeweils 5 min mit Waschpuffer I (Lösung 8) gewaschen und im zweiten Waschschritt zweimal 
für jeweils 20 min mit 50°C warmem Waschpuffer II (Lösung 9). 
 
Chemilumineszenz-Detektion 
Zunächst wurde die Membran in 100 ml Waschpuffer III (Lösung 10) für 5 min bei RT unter 
leichtem Schwenken gewaschen. Es folgte eine 30 minütige Inkubation in 100 ml 
Blocklösung 1x (Lösung 11) bei RT. Danach wurde die Membran für 30 min in 100 ml Anti-
DIG-AP-Lösung (Lösung 13) bei RT inkubiert. Diese Anti-DIG-AP-Lösung enthält einen 
Digoxygenin-spezifischen Antikörper, der kovalent an Alkalinphosphat gebunden ist.       
Anschließend wurde die Membran zweimal für jeweils 15 min in 200 ml Waschpuffer (Lösung 
10) bei RT gewaschen und dann 5 min in 100 ml Detektionspuffer 1x (Lösung 14) inkubiert. 
Dieser Puffer enthält das Enzym Alkalinphosphatase. Nachdem der Puffer vollständig 
abgekippt wurde, wurde die Membran mit der DNA-tragenden Seite nach oben auf ein Stück 
Whatman-Papier gelegt, um Reste des Puffers vollständig zu entfernen. Jedoch darf die 
Membran dabei nicht austrocknen. Dann wurde die Membran zwischen Frischhaltefolie 
eingelegt, mit 40 Tropfen Substratlösung beschichtet und nach einer 5 minütigen Inkubation 
luftblasenfrei versiegelt. Diese Substratlösung enthält CDP-Star, ein hochsensitives 
Chemilumineszenz-Substrat. Letztlich wird die gebundene Telomersonde in Gegenwart der 
Alkalinphosphatase, welche CDP-Star metabolisiert, sichtbar gemacht. 
Die Chemilumineszenz-Detektion erfolgte in einer Röntgenkassette (Rego, Augsburg) mit 
Verstärkerfolie bei RT für 5 bis 20 Minuten. 
(Chemilumineszenz: Energie der Reaktion wird als Lichtemission frei) 
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2.5 Telomer-PNA-FISH 
 
2.5.1 Das Testprinzip 
Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zur Detektion telomerer Sequenzen in HDLM-
2-Zellen und Fibroblasten erfolgte mittels des „Telomere PNA FISH KitCy3“ der Firma DAKO 
(Kopenhagen, Dänemark). Das Versuchsprinzip gliedert sich dabei in drei Schritte: 
  
1. Schritt:  Denaturierung der DNA 
Die DNA der auf einem Objektträger fixierten Zellen wird in Gegenwart 
einer Cy-3-markierten PNA-Sonde denaturiert. 
2. Schritt:  Hybridisierung 
 Die PNA-Sonde hybridisiert mit den telomeren Sequenzen der DNA. 
3. Schritt:  Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI 
Eindeckelung der OT mit stabilisierendem Mounting-Medium, welches 
DAPI enthält. 
  
2.5.1.1 FISH 
Die Fluoreszenz-in-situ-Hybrdisierung (FISH) ist eine immunzytochemische Methode zur 
spezifischen, fluoreszenzvermittelten Detektion von Zelloberflächen- und intrazellulären 
Strukturen in kultivierten Zellen, die auf Objektträgern fixiert vorliegen.  
In dieser Arbeit wurde die fluoreszenzvermittelte Detektion telomerer Sequenzen mit einer 
Cy-3-markierten Telomer-PNA-Sonde durchgeführt. PNAs (peptide nucleic acids) sind 
synthetische DNA-Analoga, welche mit hoher Affinität an komplementären Sequenzen 
binden. Die Intensität der Fluoreszenz verhält sich proportional zur Telomerlänge, so dass 
quantitative Aussagen möglich sind. 
   
 
NHN
 
 
Abb. 7: Fluoreszenzmarker Cy3 
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2.5.1.2 Untersuchungmaterial 
HDLM-2-Zellen wurden je nach Zelldichte aus 100 bis 300 µl Zellsuspension mittels des 
Zytospin-Gerätes „Cytospin 3“ (Shandon, Frankfurt) auf OT aufgebracht. 
Die adhärent wachsenden Fibroblasten hingegen wurden auf speziellen, 
oberflächenbehandelten Objektträgern, „FALCON CultureSlides“ (Becton Dickinson 
Labware, New Jersey, USA), kultiviert. 
Zusätzlich wurden Tupfpräparate von sieben Hodgkin-Fällen untersucht. 
 
2.5.1.3 CD30-Färbung der Hodgkin-Zellen mit Verstärkung 
Da die klassischen H-RS-Zellen CD30-positiv sind, wurden sie zur Identifizierung als solche 
einer immunhistochemischen Färbung unterzogen (siehe Abb. 8). 
Zunächst wurden die Zytospins nach Lufttrocknung 5 min lang in reinem Methanol bei -20°C 
fixiert und danach in TBS gewaschen. 30 µl Anti-CD30-Antikörper (monoklonaler mouse-anti-
human-AK, DAKO, Kopenhagen, Verd. 1:10) wurden auf die Zytospins aufgetragen und 
diese bei 37°C 30 min lang in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach erneutem Waschen in 
TBS wurden die Zytospins mit dem zweiten AK, einem FITC- und DIG- markierten 
monoklonalen rabbit-anti-mouse-AK (DAKO, Kopenhagen) versehen und erneut bei 37°C 30 
min lang in eine feuchte Kammer gelegt. Nach nochmaligem Waschen in TBS wurde der 
dritte AK, ein Fluorescein-markierter-anti-Digoxygenin-AK (mouse-anti-rabbit-AK, Appligene-
Oncor, Illkirch, Frankreich) zur Verstärkung aufgetragen, für 30 min in der feuchten Kammer 
bei 37°C inkubiert und danach in TBS gewaschen. Es folgten eine Nachfixierung mit 
0,1%igem PFA für 5 min bei RT, sowie ein letzter Waschgang in TBS. Nach einem 5 
minütigen Bad in Canoy-Lösung (Methanol:Eisessig = 3:1) wurden die Zytospins 
luftgetrocknet. Daran schloss sich die FISH an.  
 
 
3. Mouse-anti-rabbit-AK 
2. Rabbit-anti-mouse-AK 
1. CD30-AK (mouse-anti-human) 
CD30-Ag 
 
HRS-Zelle 
 
Abb. 8: Immunhistochemisches Prinzip 
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2.5.2 Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (FISH) entsprechend den Empfehlungen der 
Firma DAKO 
Als erstes wurden die OT etwa 2 min in TBS getaucht und dann exakte 2 min in 3,7%igem 
FA  (Formaldehyd in TBS) gebadet. Die OT wurden dann zweimal für jeweils 5 min in TBS-
Lösung getaucht. Es folgte eine 10 minütige Inkubation in einer Vorbehandlungslösung, in 
der Proteinase K in einem Verhältnis von 1:200 in TBS gelöst war. Nach zwei erneuten 
Waschgängen in Tbs folgte eine schrittweise Dehydrierung in einer -18°C kalten 
Ethanolreihe. Die OT wurden als erstes 2 min in 70%igem Ethanol, dann 2 min in 85%igem 
Ethanol und zuletzt 2 min in 96%igem Ethanol gebadet und schließlich luftgetrocknet. 
10 µl einer Cy-3-markierten Telomersonde wurden auf die Zellen aufgebracht und mit einem 
Deckglas bedeckt. Zur Denaturierung der DNA wurden die OT unter Lichtschutz auf eine 
80°C heiße Platte gelegt und exakte 3 min belassen. Die Hybridisierung vollzog sich 
anschließend während einer zweistündigen Inkubation in einer dunklen Kammer bei RT. 
Um die Deckgläser zu entfernen wurden die OT in eine Spüllösung getaucht und sofort in 
einer exakt 65°C warmen Waschlösung 5 min lang gewaschen. Es schloss sich eine erneute 
Dehydratation in der Ethanolreihe an. Nach Lufttrocknung der OT wurden die Zellen mit 10 µl 
einer Mounting-Lösung, welche 0,1 µg  7ml DAPI enthielt, beschichtet, mit einem Deckglas 
versehen und mit Nagellack versiegelt. Vor Durchführung der Fluoreszenzmikroskopie 
wurden die OT 15 min im Dunklen belassen.  
 
2.5.3 Fluoreszenzmikroskopie 
An dieser Stelle seien zunächst die Begriffe Lumineszenz und Fluoreszenz erklärt. Unter 
Lumineszenz versteht man einen Prozess, bei dem durch unterschiedliche Vorgänge 
elektromagnetische Strahlung im Bereich des sichtbaren Lichts emittiert wird. Bei der 
Fluoreszenz endet die Lumineszenz unmittelbar nach Beendigung der Anregung. Eine 
fluoreszierende Substanz wird Fluorochrom genannt. Viele dieser Fluorochrome besitzen 
aromatische Ringstrukturen, die über ein so genanntes delokalisiertes π-Elektronensystem 
verfügen, was auch als Mesomerie bezeichnet wird. Das bedeutet im Fall der Aromaten, 
dass sich mehrere Elektronen ein gemeinsames ringförmiges System teilen. Fluorochrome 
können durch Anregung Licht im sichtbaren Bereich absorbieren und so „farbig“ erscheinen. 
Je ausgedehnter hierbei das π-Elektronensystem ist, umso energieärmeres Licht ist für 
deren Anregung notwendig. In dieser Arbeit wurden die folgenden Fluorochrome verwendet: 
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Fluorochrom Anregung Emission Markierte Struktur 
FITC (grün) 490 nm 520 nm CD30 
DAPI (blau) 340 – 380 nm 430 nm Zellkerne 
Cy3 (rot) 515 – 560 nm 580 nm Telomere 
 
Tab. 8: Anregungs- und Emissionsspektren der verwendeten Fluorochrome 
 
Elektromagnetische Wellen zur Anregung der Fluorochrome FITC, DAPI und Cy3 wurden 
durch die Hg-Dampfhochdrucklampe „Polychrome IV“ (T.I.L.L. Photonics GmbH, Planegg, 
Deutschland) erzeugt. Nach Passage der Strahlen durch ein so genanntes Anregungsfilter 
treffen diese über einen Teilerspiegel (dichroischer Spiegel) auf die entsprechenden 
Fluorochrome in der Probe. Diese emittieren nach Anregung wiederum Strahlen einer 
bestimmten Wellenlänge, welche nach Passage durch einen so genannten Emissionsfilter 
das Auge des Betrachters erreichen. Die Aufnahmen der Fluoreszenzsignale wurden von 
einer digitalen CCD-Kamera der Serie C4742-95-12-12NRB der Firma Hamamatsu 
(Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu-City, Japan) an einem Fluoreszenzmikroskop 
(Leica, Wetzlar, Deutschland) angefertigt. Unterstützt wurde das System durch das 
Softwarepaket „Openlab“ (Improvision, Coventry, England) auf einem Rechner der Firma 
Macintosh. 
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3 Ergebnisse 
 
 
3.1. Ergebnisse des Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP-Assay) 
 
3.1.1 Die relativen Telomeraseaktivitäten der Fibroblastenreihe und der immortalen 
Hodgkin-Zelllinie HDLM-2 
Die relative Aktivität des Enzyms Telomerase (RTA) in der immortalen Hodgkin-Zelllinie 
HDLM-2 und der humanen Fibroblastenreihe wurde mittels eines photometrischen Enzym-
Immunoassays (ELISA) auf der Basis des Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP) 
ermittelt. Im Vergleich zu den Telomerase-negativen humanen Fibroblasten lässt sich für die 
Zellen der Zelllinie HDLM-2 im TRAP-Assay eine deutliche Telomeraseaktivität nachweisen 
(RTA Fibroblasten: 0, RTA HDLM-2: 205, Abb. 9). 
Da es bei dem in dieser Arbeit eingesetzten TRAP-Assay der Firma Roche und eine 
Methode ohne einen wirklichen Endpunkt handelt, läuft die Farbreaktion am Ende des 
Assays kontinuierlich weiter. Jedoch ist die Farbentwicklung langsam genug um größere 
Probenmengen in einem Ansatz untersuchen zu können. Diese Tatsache erklärt, warum die 
unbehandelte Zelllinie HDLM-2 in verschiedenen Untersuchungsansätzen unterschiedliche 
relative Telomeraseaktivitäten aufweist. Es ist von äußerster Relevanz zu wissen, dass nur 
Proben aus ein und demselben Untersuchungsansatz untereinander verglichen werden 
können. 
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Abb. 9 : Relative Telomeraseaktivität der Zelllinie HDLM-2 und der Fibroblastenreihe 
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3.1.2 Die Empfindlichkeit der Zelllinie HDLM-2 gegenüber Telomeraseinhibitoren  
Die Telomeraseinhibitoren Dideoxyguanosin (ddG), Azidothymidin (AZT) und Foscarnet 
(FOS) wurden, neben weiteren Inhibitoren der Reversen Transkriptase, bereits an der 
Zelllinie JY 616, einer humanen B-Zell-Lymphom-Zelllinie, sowie an Jurkat E6-1, einer 
humanen T-Zell-Leukämie-Zelllinie, getestet (6). 
Durch Zusatz dieser Telomeraseinhibitoren zum TRAP-Assay-Ansatz wurde die Telomerase 
in den verschiedenen Proben unterschiedlich stark beeinflusst (siehe Abb. 10). 
Für ddG (10 µM) und noch ausgeprägter für AZT (1000 µM), sowie für die Kombination 
ddG/AZT/FOS (100 µM/1000 µM/3000 µM) konnte eine Aktivierung der Telomerase mit 
erhöhter RTA (116/202/151) gegenüber der unbehandelten Zelllinie HDLM-2 (RTA 111) 
festgestellt werden. Die stärkste Telomeraseaktivierung wurde durch ddG (100 µM) 
hervorgerufen. Eine mittelgradige Hemmung der Telomeraseaktivität in HDLM-2 wurde 
erreicht durch AZT (100 µM; RTA 80), FOS (300 µM; RTA 99), ddG/AZT (10 µM/100 µM; 
RTA 79), ddG/FOS (10 µM/300 µM; RTA 96), AZT/FOS (100 µM/300 µM; RTA 53) und 
ddG/AZT/FOS (10 µM/100 µM/ 300 µM; RTA 67). Besonders stark wurde die Telomerase 
der Zelllinie HDLM-2 gehemmt durch FOS (3000 µM; RTA 0), ddG/AZT (100 µM/1000 µM; 
RTA 13), ddG/FOS (100 µM/3000 µM; RTA 0) und AZT/FOS (1000 µM/3000 µM; RTA 3). 
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Abb. 10: Gleichzeitige Messung der relativen Telomeraseaktivität der Zelllinie HDLM-2 ohne 
Inhibitor („Null“), sowie die Telomeraseaktivität dieser Zelllinie bei Zusatz der Inhibitoren in 
unterschiedlichen Konzentrationen sowie variierenden Kombinationen. 
Säulen 2 bis 8: ddG 10 µM, AZT 100 µM, FOS 300 µM  
Säulen 9 bis 15: ddG 100 µM, AZT 1000 µM (1 mM), FOS 3000 µM (3 mM )  
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3.1.3 Die relativen Telomeraseaktivitäten der Zelllinie HDLM-2 in einer ddG- und AZT-
Verdünnungsreihe 
Der TRAP-Assay wurde pro Probe mit einer Zellzahl von 2 x 105 Zellen angesetzt. Um einen 
absolut identischen Proteingehalt in allen Proben zu gewährleisten, wurde der Proteingehalt 
der einzelnen Eluate bestimmt und entsprechend angeglichen. Auf diese Weise sollten auch 
minimale Unterschiede in der RTA fassbar werden. Daraufhin wurden Verdünnungsreihen 
für ddG (siehe Abb. 11) und AZT aufgestellt (siehe Abb. 12). 
Hierbei konnte für ddG (10 µM) eine Aktivierung der Telomeraseaktivität (RTA 61) 
gegenüber der unbehandelten Zelllinie HDLM-2 (RTA 49) ermittelt werden. DdG (1 µM), ddG 
(10 µM) und ddG (1000 µM) zeigten keine wesentliche Senkung der Telomeraseaktivität 
(RTA 48/47/44). 
In der AZT-Verdünnungsreihe konnte für AZT (1 µM) und AZT (10 µM) eine gegenüber der 
nicht inhibierten Zelllinie HDLM-2 (RTA 148) erhöhte RTA (165/256) im TRAP-Assay 
gemessen werden. AZT (100 µM) und AZT (1000 µM) vermochten hingegen eine deutliche 
Unterdrückung der Telomeraseaktivität (RTA 124/68) zu bewirken. 
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Abb. 11: Relative Telomeraseaktivität von HDLM-2 ohne („Null“) sowie mit Zusatz von ddG in 
unterschiedlichen Konzentrationen. 
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Abb. 12: Relative Telomeraseaktivität von HDLM-2 ohne („Null“) sowie mit Zusatz von AZT in 
unterschiedlichen Konzentrationen. 
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3.2. Ergebnisse der Telomer-PNA-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (Telomer-
PNA-FISH) 
 
Telomere Sequenzen an Interphase-Kernen von Hodgkin-Tupfpräparaten, der Zelllinie 
HDLM-2 und der humanen Fibroblastenreihe wurden mit einer Cy-3-markierten PNA-Sonde 
hybridisiert und mittels digitaler Fluoreszenzmikroskopie zur Darstellung gebracht. 
 
3.2.1 FISH-Signale in Hodgkin-Tupfpräparaten 
In Hodgkin-Tupfpräparaten können die HRS-Zellen mittels CD30-Färbung von den 
Bystander-Zellen unterschieden werden, wie in Abb. 13. Hier kann man bereits mit bloßem 
Auge erkennen, dass die Telomere der HRS-Zelle schwächere Telomersignale als die 
Bystander-Zellen zeigen und diese somit bedeutend kürzere Telomere besitzt.      
 
 
 
 
Abb. 13: Telomer-PNA-FISH eines Hodgkin-Tupfpräparats. CD30 markierte H-RS-Zelle 
(grün, Pfeilspitzen), mit DAPI gegengefärbte Zellkerne (blau), Cy-3-markierte Telomer-FISH-
Signale (rot). 
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3.2.2 FISH-Signale in der humanen Fibroblastenreihe  
Junge Fibroblasten mit hohem replikativem Potential haben im Gegensatz zu älteren 
Fibroblasten längere Telomere. In unserer jungen humanen Fibroblastenreihe ließen sich die 
telomeren Sequenzen ebenfalls mittels Telomer-PNA-FISH darstellen (siehe Abb. 14). 
 
 
 
 
Abb. 14: Telomer-FISH-Signale (rot) in Interphase-Kernen von zwei nebeneinander 
liegenden Fibroblasten. 
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3.2.3 FISH-Signale der Zelllinie HDLM-2 
Die Telomere der unbehandelten und CD30 markierten HDLM-2-Zellen wurden ebenfalls 
mittels Telomer-FISH zur Darstellung gebracht (siehe Abb. 15). 
 
 
 
 
Abb. 15: Telomer-FISH-Signale (rot) in HDLM-2-Zellen. CD30-Färbung der Zellmembran und  
DAPI-Gegenfärbung des Zellkernes.  
 
 
Gleichsam wurden die FISH-Signale der Zelllinie HDLM-2 nach 29-tägiger, 49-tägiger und 
57-tägiger Kultivierung in 100 µM AZT festgehalten. 
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3.2.4 Analyse der Telomer-PNA-FISH 
Der in den FISH-Abbildungen der Hodgkin-Tupfpräparate (siehe Abb. 13) bereits 
bemerkbare Signalunterschied zwischen HRS- und Bystander-Zellen wurde mittels Messung 
der Dichte der optischen Signale verdeutlicht (siehe Abb. 16). 
 
 
 
 
Abb. 16: Perzentil-Diagramm der IOD von Bystander-Zellen („reaktiv“, obere Kurve) und 
Hodgkin-/Reed-Sternberg-Zellen („HRS“, untere Kurve). 
 
 
In den folgenden zwei Abbildungen handelt es sich um Histogramme der optischen Dichte 
von HRS-Zellen (siehe Abb. 17) sowie der Bystander-Zellen (siehe Abb. 18). 
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Abb. 17: Histogramm der integrierten optischen Dichte von Hodgkin-/Reed-Sternberg-Zellen. 
 
 
 
 
Abb. 18: Histogramm der integrierten optischen Dichte von Bystander-Zellen. 
 
 
Die optischen bzw. integrierten optischen Dichten der Bystander-Zellen und der HRS-Zellen 
wurden anschließend in einem Boxdiagramm einander gegenübergestellt (siehe Abb. 19 und 
Abb. 20). Hier ist ein hochsignifikanter Längenunterschied zwischen Bystander-Zellen und 
HRS-Zellen zu sehen (p-Wert jeweils <0,0001). 
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Abb. 19: Boxdiagramm der optischen Dichte von Bystander-Zellen (links) und Hodgkin- und 
Reed-Sternberg-Zellen (rechts), p-Wert <0,0001 
 
 
 
 
Abb. 20.: Boxdiagramm der integrierten optischen Dichte (IOD) von Bystander-Zellen (links) 
und Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen (rechts), p-Wert <0,0001. 
 
 
Auch die optischen Dichten der Telomere der HDLM-2-Zellen wurden in unbehandeltem 
Zustand (siehe Abb. 21) und unter Telomeraseinhibition (siehe Abb. 22) gemessen und 
mittels Histogramm zur Darstellung gebracht. Hier ist eine deutliche Abnahme der IOD bei 
der inhibierten Zelllinie HDLM-2 zu sehen.  
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Abb. 21: Histogramm der IOD der unbehandelten Zelllinie HDLM-2. 
 
 
 
 
Abb. 22: Histogramm der mit AZT inhibierten Zelllinie HDLM-2. 
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3.3 Ergebnisse der Telomer-Längen-Assays 
Die zelluläre DNA der humanen Fibroblasten (Fibroblasten I um zwei Wochen jünger als 
Fibroblasten II), der unbehandelten Zelllinie HDLM-2 sowie der mit ddG und AZT inhibierten 
Zelllinie wurde, wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben, isoliert, in 1%igem 
Agarose-Gel aufgetrennt und mittels des Southern-Blot-Verfahrens auf eine Nylonmembran 
übertragen. Nach Hybridisierung der telomeren DNA mittels einer Digoxygenin-markierten 
Sonde wurden die Telomerlängen mittels Chemilumineszenz auf einem Röntgenfilm 
abgebildet (siehe Abb. 23). 
Anschließend wurden die erhaltenen Signale densitometrisch quantifiziert (siehe Abb. 24). 
Hiernach liegt die mittlere Telomerlänge der Fibroblasten bei etwa 8,6 kBp. Der 
Altersunterschied der Fibroblasten ist nicht groß genug, als dass man diesen an den 
Telomerlängen der beiden (Fibroblasten I, II) ablesen könnte.  
Die mittlere Telomerlänge der unbehandelten Zelllinie HDLM-2 beträgt 2,7 kBp, die der 
inhibierten Zelllinie 2,0 kBp. 
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Abb. 23: Mittels Chemilumineszenz detektierte telome
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Abb. 24: Ergebnisse der densitometrischen Analyse der Lanes 1 bis 8 aus Abb. 23. 
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3.4 Elektronenmikroskopische Untersuchungsergebnisse der untergegangenen 
HDLM-2-Zellen nach 57-tägiger Kultivierung in 100 µM AZT 
 
Als nächstes galt es festzuhalten, welcher Art des Zelltodes die HDLM-2-Zellen in der 
Telomerkrise unterlagen. Hierzu wurde ein Teil der übrig gebliebenen Zellen nach 57-tägiger 
Kultivierung pelletiert und einer elektronenmikroskopischen Untersuchung unterzogen (Abb. 
25).  
 
 
A      B  
 
C      D  
 
Abb. 25: Ultrastruktur der nekrotischen Zellen der Zelllinie HDLM-2 (A-D) nach 57-tägiger 
Kultivierung in 100 µM AZT. In A-C erkennt man komplett nekrotische Zellen mit Auflösung 
der Zell- und Kernmembran („Kernschatten“). Zellorganellen lassen sich größtenteils nur 
noch schemenhaft erahnen. Ein Nukleolus lässt sich in C und D noch erkennen. Der Zellkern 
ist teilweise in mehrere Fragmente zerfallen, am deutlichsten in C zu sehen (Pfeilspitzen). 
Auffallend sind multiple intrazytoplasmatisch gelegene elektronendichte Granula von 
unterschiedlicher Größe, welche nicht näher zugeordnet werden konnten (A-C). In D erkennt 
man eine verhältnismäßig gut erhaltene HDLM-2-Zelle. 
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3.5 Beobachtungen in der Zellkultur HDLM-2 nach 75-tägiger Kultivierung in 100 µM 
AZT  
Der verbliebene Rest der in AZT kultivierten HDLM-2-Zellen wurde weiter bei 37°C gelagert, 
wobei sich im Nährmedium nur noch wenige intakte, einzeln im Nährmedium schwimmende 
Zellen befanden. Nach einer Kultivierungsdauer von insgesamt 75 Tagen in 100 µM AZT 
wurde die interessante Beobachtung gemacht, dass sich das Medium gelb verfärbte, als 
Hinweis für einen erhöhten Stoffwechsel innerhalb der Kulturflasche. Die lichtmikroskopische 
Untersuchung zeigte wider Erwarten eine starke Proliferation der HDLM-2-Zellen im AZT 
haltigen Medium, welche nunmehr in großen traubenförmigen Zellhaufen zusammen lagen. 
Diese Beobachtung führte zur Annahme, dass sich ein von der Telomeraseaktivität 
unabhängiger Mechanismus zur Aufrechterhaltung der Proliferationsfähigkeit etabliert haben 
musste. 
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4 Diskussion 
 
 
Trotz enormer Fortschritte in der Erforschung des physiologischen Zelltodes in 
neoplastischem Gewebe mangelt es an detaillierten Kenntnissen über den Zelltod beim 
Morbus Hodgkin. 
Bereits Sternberg (142) und Reed (124) beschrieben in ihren ersten Arbeiten zum Morbus 
Hodgkin das Vorkommen regressiver Zellveränderungen in Hodgkin-Lymphomen. Jackson 
und Parker (67) waren die ersten, die die Häufigkeit dieser zellulären Alterationen in den 
verschiedenen Hodgkin-Subtypen untersuchten. Die Morphologie dieser so genannten 
„mumifizierten“ Hodgkin-Zellen, die in allen Subtypen des Morbus Hodgkin anzutreffen sind, 
wurde erstmals von Cross (20) veranschaulicht. Beim Zelltodmechanismus wird ganz klar 
zwischen einem akzidentellen (Nekrose) und einem programmierten Zelltod (Apoptose) 
unterschieden. Die Apoptose ist durch spezifische morphologische Veränderungen (74) 
sowie durch eine internukleosomalen DNA-Fragmentation (165) gekennzeichnet. Letzteres 
wird durch eine Calcium- und Magnesium-abhängige Endonuklease vermittelt und durch 
Zinkionen inhibiert. Payne et al. (117) führten den Begriff der „para-Apoptose“ ein, eine Form 
des Zelltodes, die sich nicht mit der klassischen Definition der Apoptose deckt. 
Detaillierte Untersuchungen zum Zelltod beim Morbus Hodgkin wurden von Lorenzen et al. 
(97, 98) vorgenommen. Zur differenzierten Untersuchung der lichtmikroskopischen und 
ultrastrukturellen Morphologie und Definition der Kriterien einer mumifizierten Hodgkin-Zelle 
wurden durch CD95 Stimulation induzierte Apoptosen in Hodgkin-Zelllinien mit mumifizierten 
Hodgkin-Zellen aus Gewebeproben verglichen. Neben biochemischen Eigenschaften wie 
das antigene Profil der mumifizierten Hodgkin-Zellen wurde das Vorkommen oder Fehlen 
einer DNA-Fragmentation analysiert. Schließlich wurde die Expression Apoptose-assoziierter 
Gene in mumifizierten Hodgkin-Zellen untersucht. 
Lorenzen konnte zeigen, dass sich mumifizierte Hodgkin-Zellen durch unverkennbare 
morphologische und ultrastrukturelle Eigenschaften mit fehlender DNA-Fragmentation und 
Expression der Oberflächenantigene CD15 und CD30 von apoptotischen Bystander-Zellen 
abgrenzen lassen. Die Morphologie dieser Zellen konnte in der CD95 sensitiven Zelllinie 
HDLM-2 durch Inhibition der Endonuklease durch Zinkionen nachgeahmt werden. 
Die Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen stellen die eigentlichen malignen Zellen aller 
Subtypen der Lymphogranulomatose Hodgkin dar. Maligne Zellen zeichnen sich durch ihre 
unendliche Replikationsfähigkeit aus, die sie, wie im Kapitel Einleitung bereits ausführlich 
beschrieben, dem Enzym Telomerase verdanken. Die Aktivität dieses Enzyms wirkt der mit 
jeder Zellteilung einhergehenden Telomerverkürzung entgegen. Bereits vor über 30 Jahren     
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wurde postuliert, dass Telomerverkürzungen aufgrund des Endreplikationsproblems eine 
Rolle bei der Regulation der Lebensdauer einer Zelle spielen (57). 
 
4.1 Die Einordnung von an kultivierten Hodgkin-Zellen gewonnenen Erkenntnissen 
Aufgrund der besonderen Biologie des Hodgkin-Lymphoms ist die Etablierung und 
Kultivierung einer Zelllinie aus Material, das von einem Patienten mit Morbus Hodgkin 
gewonnen wurde, vergleichsweise schwierig und gelingt daher selten (160). Oftmals erfolgt 
die Isolation wie bei der hier eingesetzten Zelllinie HDLM-2 aus Pleuraexsudat, das 
weitgehend frei ist von reaktiven Lymphozyten und Makrophagen, so dass die H-RS-Zellen 
besser angezüchtet werden können. Gerade beim Morbus Hodgkin stellen etablierte 
Zelllinien jedoch sehr wichtige Untersuchungsobjekte dar, allein schon deshalb, weil 
zahlreiche Untersuchungen an Tumorgewebe wegen ihres geringen Gehalts an H-RS-Zellen 
nicht möglich sind.  
Nichtsdestotrotz bedürfen die in vitro, also an Zelllinien gewonnen Ergebnisse einer 
besonderen Bewertung. Die hier untersuchte Zelllinie wurde aus einem Hodgkin-Lymphom 
des nodulär-sklerosierenden Subtyps isoliert (29, 30). Daher können sich eventuelle 
Rückschlüsse auf die Biologie von H-RS-Zellen streng genommen auch nur auf diesen 
Subtyp beziehen. Angesichts der Tatsache, dass die Etablierung einer Hodgkin-Zelllinie 
äußerst selten gelingt, besteht zudem das Risiko, dass es zur Etablierung eines besonders 
widerstandsfähigen und somit atypischen Zellklons kommt, der die charakteristischen 
phänotypischen Eigenschaften einer H-RS-Zelle nicht mehr besitzt. Darüber hinaus kann es 
infolge Langzeitkultivierung zur Selektion einer bestimmten, nicht mehr repräsentativen 
Zellpopulation kommen. Schließlich muss darauf hingewiesen werden, dass die Zelllinien in 
der Regel von Patienten gewonnen wurden, die bereits chemo- oder radiotherapeutisch 
behandelt wurden, so dass z.B. gewisse genetische Veränderungen darauf zurückgeführt 
werden könnten. 
Gleichwohl haben Untersuchungen an Hodgkin-Zelllinien in der Vergangenheit wiederholt 
interessante Ergebnisse hervorgebracht, die sich später am histologischen Schnittpräparat 
bestätigen ließen, so dass der Einsatz von Zelllinien nach wie vor sinnvoll erscheint. 
 
4.2 Die Telomere der Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen sind deutlich kürzer als die 
der Bystander-Zellen 
Um einen Eindruck über die „Telomersituation“ beim Morbus Hodgkin zu gewinnen, wurden 
Hodgkin-Tupfpräparate einer Telomer-PNA-FISH unterzogen (Abb. 13). Zum ersten mal 
konnte im Rahmen dieser Arbeit die Beobachtung gemacht werden, dass die CD30-positiven 
Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen sehr viel schwächere Telomersignale im Vergleich zu 
den CD30-negativen Bystander-Zellen aufwiesen, was bei direkter Proportionalität von 
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Signal und Telomerlänge bedeutet, dass die HRS-Zellen, als die malignen Zellen, sehr viel 
kürzere Telomere als die sterblichen, reaktiven Zellen des Hodgkin-Lymphoms besitzen. 
Verkürzte Telomere wurden in nahezu allen bisher untersuchten Tumorarten gefunden (16-
19). Tumorzellen bzw. HRS-Zellen, haben wahrscheinlich eine große Zahl von Zellteilungen 
mit einer Akkumulation verschiedener genetischer Veränderungen durchlaufen, wobei an 
einem Punkt der kritischen Telomerverkürzung die Telomerase reaktiviert wurde, um die 
Telomere zu stabilisieren. Fälle mit im Tumor- und entsprechendem Normalgewebe gleich 
langen Telomeren oder sogar längeren Telomeren im Tumor sind seltener, wurden aber z.B. 
in Basaliomen und in Nierenzellkarzinomen beschrieben (155). 
 
4.3 Die Zelllinie HDLM-2 weist eine deutliche Telomeraseaktivität auf 
Im Vergleich zu den Telomerase-negativen humanen Fibroblasten lässt sich für die Zellen 
der Zelllinie HDLM-2 im TRAP-Assay eine deutliche Telomeraseaktivität nachweisen (RTA 
Fibroblasten: 0, RTA HDLM-2: 205, Abb. 9). Dies ist ein Hinweis dafür, dass  HDLM-2-Zellen 
ihren potentiell immortalen Zustand unter anderem ihrer Telomeraseaktivität verdanken, 
welche durch Stabilisierung der Telomerlängen ihre weitere Teilungsfähigkeit ermöglicht. 
Humane Fibroblasten verlieren in vitro ca. 50-200 bp ihrer Telomersequenzen pro 
Verdopplung der Zellpopulation. Dies entspricht einem in-vivo Verlust von 15-50 bp pro Jahr. 
In somatischen Zellen des Menschen sind Telomere stets signifikant kürzer als in 
Keimbahnzellen und fetalen Zellen, und ihre Länge nimmt in den somatischen Zellen mit 
zunehmendem Alter ab. Andererseits bleibt beispielsweise in Spermien die Telomerlänge 
unabhängig vom Lebensalter des Individuums erhalten (1). Die Telomeraseaktivität stimmt 
mit diesen Befunden überein: Das Enzym konnte in Keimbahnzellen nachgewiesen werden, 
ist aber in den meisten somatischen Geweben nicht vorhanden (68). Durch die fehlende 
Telomeraseaktivität unterliegen humane Fibroblasten einer replikativen Seneszenz und 
erfahren nach ca. 50-70 Zellteilungen, am so genannten „Hayflick limit“ (60) einen 
Proliferationsstillstand durch Aktivierung eines antiproliferativen Mechanismus. In diesem, 
auch als Mortalitätsstadium 1 (M1) bezeichneten Stadium, ist der Zellzyklus arretiert, ohne 
dass die Zelle ihre Vitalität und ihre biochemischen Funktionen einbüßt. Durch stetige 
Reduktion der telomeren Repeats wird bei einer kritischen Telomerlänge ein DNA-
Schädigungssignal ausgelöst. Durch den im Kapitel Einleitung bereits beschriebenen 
telomere position effect kommt es zu Interaktionen zwischen zelltodassoziierten Genen (p53, 
pRb u.a.) mit der Folge einer Zellzyklusarretierung. Das M1-Stadium benötigt also eine 
intakte Funktion von p53 und pRb. Sind diese Moleküle in Tumorzellen mutiert oder blockiert, 
teilen sich die Zellen weiter, und die Telomerrepeats werden bis zu einer kritischen 
Telomerlänge reduziert, die eine weitere Replikation verhindert. Dieser Zustand entspricht 
dem Mortalitätsstadium 2 (M2). Ein M2-Block könnte unter anderem durch einen derzeit 
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noch nicht bekannten Mechanismus der Aktivierung des Enzyms Telomerase überwunden 
werden. Es ist möglich, dass auch Telomerase-unabhängige Mechanismen zur 
Stabilisierung der Telomerlängen existieren, auch „alternative lengthening of telomeres“ 
genannt. Solche alternativen Mechanismen wurden für eine immortalisierte Zelllinie 
postuliert, die an verschiedenen Chromosomen Veränderungen der Telomerlänge aufwies, 
aber keinerlei Aktivität des Enzyms Telomerase aufwies (34, 40, 43, 55, 62) 
 
4.4 Die Telomeraseaktivität der Zelllinie HDLM-2 lässt sich durch Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren hemmen  
Die Inhibition des Enzyms Telomerase zum Studium der Mechanismen von Zellalterung und 
Zelltod ist bis heute schon vielfach unternommen worden. Prinzipiell kann die Funktion der 
Telomerase durch Blockade des Enzymkomplexes selbst, zum anderen durch Modulation 
des Enzymsubstrates, also der telomeren Sequenz, unterbunden werden. Die Feststellung, 
dass die Telomerase Eigenschaften einer Reversen Transkriptase besitzt, führte dazu, dass 
Azidothymidin, das als Inhibitor der Reversen Transkriptase des HI-Virus Typ 1 bekannt ist, 
als Substrat der Telomerase eingesetzt wurde. Azidothymidin wird durch die Telomerase 
vorzugsweise in die telomere Sequenz eingebaut (115) und führt als Pseudonukleotid zu 
einem Kettenabbruch mit der Folge einer zunehmenden Telomerverkürzung (143, 144), da 
die de novo Telomerverlängerung nach jeder Zellteilung unterbunden wird.  
Der Telomeraseinhibition in der vorliegenden Arbeit dienten vor allem Untersuchungen von 
Strahl et al. (8) als Orientierung, in denen die Auswirkung mehrerer Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren auf die Telomerlänge und das Zellwachstum zweier humaner Zelllinien, JY 616 
(B-Zelllinie) und Jurkat E6-1 (T-Zelllinie), analysiert wurde. Neben AZT wurden die Zelllinien 
den Pseudonukleotiden Dideoxyguanosin (ddG), Foscarnet (FOS), Arabinofuranoyl-
Guanosin (Ara-G), Dideoxyinosin (ddI), Dideoxyadenosin (ddA), Didehydrothymidin (d4T) 
ausgesetzt. Während die Telomere durch das Nukleosidanalogon ddG (10 µM, 30 µM) in 
beiden Zelllinien reproduzierbar verkürzt wurden, fanden sich keine Hinweise für Seneszenz 
oder Änderungen der Wachstumsraten. Die Kultivierung der Zelllinien in AZT (100 µM) zeigte 
ebenso eine deutliche Telomerverkürzung, allerdings nicht in allen B- und T-Zell-Kulturen. 
Die Wachstumsrate wurde durch AZT (100 µM) ebenso wenig beeinflusst wie durch ddG. 
Zur Prüfung der Empfindlichkeit der Zelllinie HDLM-2 gegenüber Telomeraseinhibitoren 
wurde sie in der vorliegenden Arbeit den Reverse-Transkriptase-Inhibitoren FOS, AZT und 
ddG in unterschiedlichen Konzentrationen und Kombinationen ausgesetzt und die relative 
Telomeraseaktivität mittels TRAP-Assay ermittelt (Abb. 9-12). Der Vollständigkeit halber 
sollte hier erwähnt werden, dass FOS ein Nicht-Nukleosid-RT-Inhibitor ist, während AZT und 
ddG Nukleosid-RT-Inhibitoren sind. 
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Erstaunlicherweise konnte für die ddG (10 µM) und noch ausgeprägter für AZT (1000 µM) 
sowie für die Kombination ddG/AZT/FOS (100 µM/1000 µM/3000 µM) eine Aktivierung der 
Telomerase mit erhöhter RTA gegenüber der unbehandelten Zelllinie HDLM-2 festgestellt 
werden. Die stärkste Telomeraseaktivierung wurde durch ddG (100 µM) hervorgerufen.  
Eine derartige Telomeraseaktivierung in vitro konnte für Nucleosid-RT-Inhibitoren bisher 
nicht nachgewiesen werden. Eine mögliche Erklärung für dieses Phänomen könnte sein, 
dass die Oligonukleotide im TRAP-Assay-Ansatz andere zelluläre DNA-Polymerasen und 
DNA-Stoffwechselenzyme inhibiert haben, so dass netto mehr Substrat für die Telomerase 
vorlag.    
Durch AZT (100 µM), FOS (300 µM), ddG/AZT (10 µM/100 µM), ddG/FOS (10 µM/300 µM), 
AZT/FOS (100 µM/300 µM) und ddG/AZT/FOS (10 µM/100 µM/ 300 µM) konnte eine 
mittelgradige Hemmung der Telomeraseaktivität in HDLM-2 erreicht werden. Besonders 
stark wurde die Telomerase der Zelllinie HDLM-2 durch FOS (3000 µM), ddG/AZT (100 
µM/1000 µM), ddG/FOS (100 µM/3000 µM) und AZT/FOS (1000 µM/3000 µM) inhibiert, bis 
hin zur vollständigen Aufhebung der Telomeraseaktivität. Diese Ergebnisse stehen in 
Einklang mit einer Vielzahl von Untersuchungen (38, 102, 129, 143, 144). 
Für eine langsame Telomerverkürzung durch eine moderate Telomeraseinhibition der 
hochproliferativen Zelllinie HDLM-2 wurde diese in 100 µM AZT über insgesamt 75 Tage 
unter den im Kapitel Material und Methoden beschriebenen Bedingungen kultiviert. Trotz 
Hinweisen für eine Telomeraseaktivierung in HDLM-2 durch ddG im TRAP-Assay wurde 
auch eine Kultur mit 10 µM ddG angelegt. 
Neben Inhibitoren der Reversen Transkriptase vom Nukleosid- und Nicht-Nukleosid-Typ 
kann die Telomerase auch durch die telomere Sequenz nachahmende Oligonukleotide in 
ihrer Funktion gestört werden (37, 38). Anhand ihrer Basenabfolge lassen sich diese in 
sense- und anti-sense-Oligonukleotide untergliedern. Sense-Oligonukleotide weisen eine mit 
der RNA-Komponente der Telomerase identische Basenabfolge auf und können durch 
Bindung an telomere Sequenzen diese für die Telomerase unzugänglich machen. 
Demgegenüber zeichnen sich Anti-sense-Oligonukleotide durch eine zur RNA-Komponente 
der Telomerase komplementäre Sequenz aus. Der Telomerase hemmende Effekt von Anti-
sense-Oligonukleotiden konnte beispielsweise an der Melanom-Zelllinie SK-Mel-28 (45) und 
an Zelllinien eines Multiplen Myeloms sowie eines Non-Hodgkin-Lymphoms gezeigt werden 
(95). An dieser Stelle ist sicherlich erwähnenswert, dass das Prinzip der Anti-sense-
Oligonukleotide erstmals 1978 von einer Arbeitsgruppe an der Harvard Medical School in 
Boston beschrieben wurde. 
Wie eingangs im Kapitel 1.2 erläutert, bildet der einzelsträngige Überhang am 3`-Ende der 
Telomere so genannten Haarnadelstrukturen aus, die sich zu komplexen viersträngigen G-
reichen Regionen, auch G-Quadruplices genannt, formieren. Es wird vermutet, dass diese 
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G-Quadruplices durch direkte Inhibition der Telomerase die Telomerlängen zu regulieren 
vermögen. Durch eine stabile Komplexbildung mit den G-Quadruplices sind so genannte „G-
Quartet-interacting agents“ oder „Quadruplex ligands“ in der Lage, die Erkennung telomerer 
DNA durch die Telomerase zu verhindern und so die Funktion des Enzyms unterbinden 
(103, 134, 167).  
Eine japanische Arbeitsgruppe um H. Hayashi konnte für Rubromycine, einer Klasse von 
Quinon-Antibiotika, eine signifikante Reduktion der Wachstumsrate von Tumorzellen 
nachweisen und schlussfolgerten aus ihren Ergebnissen, beta-Rubromycin könne eine 
Leitstruktur für die zukünftige Entwicklung potenter und selektiver Inhibitoren der Telomerase 
darstellen (148). 
Durch nähere Charakterisierung und Studium der für die Telomerase kodierenden Gene 
sowie der Telomerase selbst, die ein komplexes Nukleoprotein darstellt, ergeben sich neue 
Ansatzpunkte zur Beeinflussung der Telomerdynamik (21, 22, 42, 131, 135). 
Es gibt Hinweise dafür, dass der Methylierungsgrad des Promotors des hTERT-Gens 
Einfluss auf die Expression des Gens nimmt.  Beispielsweise konnten Devereux et al. 
zeigen, dass der Promotor der h-TERT-negativen Fibroblastenzelllinie SUSM-1 vollständig 
methyliert ist. Die Behandlung der Zelllinie mit der demethylierenden Substanz 5-aza-2`-
Deoxycytidin und dem Histon-Deacetylase-Inhibitor Trichostatin A induzierte die Expression 
von hTERT (24, 25). 
Durch Transfer des Caspase-8-Gens über einen hERT-Promotor gesteuerten Vektor 
unterlagen ausschließlich Telomerase-positive Tumorzellen einer Apoptose, während 
Telomerase-negative normale Fibroblasten hiervon verschont blieben (79). 
Erst kürzlich wurde von der erfolgreichen Inhibition des Enzyms Tankyrase berichtet, 
wodurch die Ablösung von TRF1 von der telomeren Sequenz unterbunden wird und so den 
Weg der Telomerase zu ihrem Substrat versperrt (133). 
 
4.5 Durch Einsatz von RT-Inhibitoren lässt die Wachstumsrate der Zelllinie HDLM-2 
nach  
Die Zelllinie HDLM-2 wurde in 100 µM AZT (bzw. auch in ddG, allerdings vorzeitig etwa an 
Tag 40 wegen Mycoplasmenbefall beendet) über eine Dauer von 75 Tage kultiviert. Durch 
die durch AZT bzw. ddG verursachte Inhibition der Telomerase sollten die Telomere der 
HDLM-2-Chromosomen mit jeder Zellteilung kürzer werden, bis diese eine kritische 
Telomerlänge erreichen, welche eine weitere proliferative Aktivität der Zellen durch Induktion 
eines Zyklusarrestes in der S-Phase unterbindet. Tatsächlich fiel im Verlauf der Kultivierung 
eine abnehmende Wachstumsrate der Zellen dadurch auf, dass das Nährmedium weniger 
häufig gewechselt und die Zellen in immer größer werdenden Zeitabständen gesplittet 
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werden mussten. Bemerkenswert war auch, dass die Zahl der abgestorbenen HDLM-2-
Zellen stetig anstieg.  
Bezüglich der Beeinflussung der Zellwachstumsraten und Induktion des Zelltodes durch 
Telomeraseinhibitoren findet man in der Literatur unterschiedliche Angaben. Bei eindeutiger 
und reproduzierbarer Telomerverkürzung durch ddG und AZT in den Zelllinien JY 616 und 
Jurkat E6-1 stellten Strahl et al. (144) fest, dass sich die Wachstumsraten der untersuchten 
Zelllinien über eine Kultivierungsdauer von fast einem Jahr nicht änderten, ebenso wenig 
kam es zu morphologischen Veränderungen. Für diese Feststellung sind mehrere 
Erklärungsmöglichkeiten denkbar. Der Grad der Telomerasehemmung in diesen Zelllinien 
reichte möglicherweise nicht aus um eine zelluläre Seneszenz zu induzieren. Gerade die 
unerwartete Beobachtung stark schwankender Telomerlängen in ein und derselben Zelllinie 
mit und ohne Telomeraseinhibition legt nahe, dass alternative Mechanismen zur Regulation 
der Telomerlänge vorhanden sein müssen, wie beispielsweise die so genannte 
nichtreziproke Rekombination oder Genkonversionen (40). Die Variabilität der 
Telomerlängen in den untersuchten Zelllinien wird einer Kombination aus Telomerase-
abhängigen und Nicht-Telomerase-abhängigen Mechanismen zugeschrieben (11, 32, 99). 
Diese Mechanismen können periodische Verlängerungen als auch Verkürzungen von 
Telomeren einer Zelllinie bedingen, ungeachtet einer Telomeraseaktivität. 
Wang et al. konnten, wie zahlreiche weitere Arbeitsgruppen, zeigen, dass eine Hemmung 
der Telomerase in Plasmozytom- oder NHL-Zelllinien mit einer mittleren Telomerlänge unter 
5,5 kBp mit Apoptose und Zelltod einhergeht (156). 
Apoptosen wurden auch in einer Tumorzelllinie beobachtet, die ihre Telomerasefunktion 
durch eine hTERT-Mutation einbüßten. Zellklone mit kurzen Telomeren proliferierten weiter, 
zeigten dann vermehrt abnorme Mitosen, die eine massive Apoptosewelle nach sich zog, 
was zum Untergang der gesamten Zellpopulation führte (153).   
 
4.6 Die Telomeraseinhibition führt zu abnehmenden Telomersignalen in der Telomer-
PNA-FISH 
Die Zellen der Zelllinie HDLM-2 zeigen nach einer 29-tägigen Kultivierung in AZT (100 µM) 
bzw. ddG (10 µM) abnehmende Telomersignale in der Telomer-PNA-FISH im Vergleich zur 
unbehandelten Zelllinie. Bei direkter Proportionalität von Signalintensität bzw. optischer 
Dichte des Signals zur Telomerlänge bedeutet dies eine Verkürzung der Telomere von 
HDLM-2 unter Telomeraseinhibition mit AZT. Dieser Befund konnte ganz eindrücklich im 
Telomer-Längen-Assay bestätigt werden. 
Die an Tag 49 und 57 abgeernteten Zellen zeigten in der FISH nur noch schwache 
Telomersignale, die sich nur schwer von der Hintergrundaktivität abgrenzen ließen. Dieser 
Umstand machte eine valide Erfassung der optischen Dichte der Telomersignale unmöglich.     
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Diese weitere Abnahme der Telomersignale in der FISH bedeutete jedoch zwangsläufig eine 
weitere Verkürzung der Telomerlängen in HDLM-2 unter Telomeraseinhibition. 
 
4.7 Die Telomeraseinhibition führt zu Verkürzung telomerer Sequenzen 
Neben der Messung der Telomeraseaktivität mittels des TRAP-Assays und der qualitativen 
Ermittlung der Telomerlängen anhand der Telomer-PNA-FISH wurden in der vorliegenden 
Arbeit die Telomerlängen anhand eines Telomer-Längen-Assays, das auf dem Southern blot 
Verfahren beruht, gemessen. Hiernach beträgt die mittlere Telomerlänge der unbehandelten 
Zelllinie HDLM-2 2,7 kBp. Die 29 Tage lang in AZT (100 µM) kultivierten Zellen zeigen 
hingegen eine kürzere mittlere Telomerlänge von nur 2,0 kBp. Die in ddG (10 µM) kultivierten 
Zellen wiesen ebenso eine deutliche Verkürzung ihrer mittleren Telomerlänge auf. Dies 
unterstützt die Vermutung, dass der Nachweis einer Aktivierung der Telomerase durch ddG 
im TRAP-Assay durch Hemmung von DNA-Polymerasen und damit Erhöhung des 
Substratangebots für die Telomerase vorgetäuscht wurde. ddG hemmt die Telomerase in 
HDLM-2 hiernach in gleichem Masse wie AZT es zu tun vermag. Die Chromosomen der 
jungen praeputialen Fibroblasten dagegen weisen im Southern blot deutlich längere 
Telomere als die der Zelllinie HDLM-2 mit einer mittleren Länge von 8,6 kBp. Dies bedeutet, 
dass sie über eine noch relativ hohe replikative Kapazität verfügen, zumal sie pro 
Verdopplung der Zellpopulation in vitro ca. 50-200 bp ihrer Telomersequenzen verlieren (1). 
Demgegenüber ist die Zelllinie HDLM-2 mit ihren extrem kurzen Telomeren zur 
Aufrechterhaltung ihres replikativen Potentials von der Aktivität des Enzyms Telomerase 
abhängig. Wie bereits unter 4.5 dargestellt, fiel im Verlauf der Kultivierung tatsächlich eine 
abnehmende Wachstumsrate der Zelllinie auf. An Tag 49 und 57 stellten vitale Zellen in 
Anbetracht der großen Anzahl abgestorbener Zellen eine deutliche Minderheit dar. Aus 
diesem Grunde war es sehr schwierig brauchbare DNA in ausreichender Menge aus den 
Zellen zu isolieren. Auch nach mehreren Versuchen der DNA-Konzentration durch 
Präzipitation konnte im Southern blot Verfahren kein ausreichendes Signal erzielt werden. 
So konnte eine weitere Verkürzung der Telomere nach Tag 29 nicht dokumentiert werden. 
Ob die mittlere Telomerlänge nach Tag 29 tatsächlich weiter abgenommen hat, bleibt somit 
unklar. Da jedoch um den Tag 29 herum Hinweise für eine beginnende Telomerkrise 
beobachtet werden konnten, wie abnehmende Teilungsrate und Absterben von Zellen, 
erscheint es unwahrscheinlich, dass die telomere DNA sich sehr wesentlich unter 2,0 kBp 
verkürzt hat.    
Dies führt unweigerlich zu der Frage, wie die Mindestlänge der TTAGGG-Repeats humaner 
Telomere sein mag, deren Unterschreitung eine Aufhebung der Telomerfunktion und 
Zerstörung der telomeren Integrität mit sich bringt. Unter den auch in der vorliegenden Arbeit 
eingesetzten Reverse Transkriptase Inhibitoren zeigte beispielsweise T. termophila eine 
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Verkürzung ihrer Telomere unter eine Schwellenlänge, worunter ihre Telomere nicht mehr 
messbar waren (144). In allen JY 616 Kulturen schien diese Schwellenlänge für die 
telomeren Restriktionsfragmente bei ca. 1,0 kBp zu liegen. In Anlehnung an eine Arbeit von 
Counter et al., der die Telomerdynamik an embryonalen Nierenzellen untersuchte, bedeutet 
dies etwa eine Telomerlänge von lediglich ein paar Hundert Basenpaaren (16).    
Die exakte Mindestlänge der Telomere der Hodgkin-Zelllinie HDLM-2 bleibt somit hier unklar. 
Die Tatsache, dass es zu einem Rückgang der Wachstumsrate und zum Untergang der 
Zelllinie HDLM-2 unter Telomeraseinhibition gekommen ist, zeigt, dass das 
Mortalitätsstadium 2 wie beabsichtigt erreicht werden konnte.   
 
4.8 Der Zelltod in der Telomerkrise entspricht einer Nekrose 
Mit der ultrastrukturellen Untersuchung der Morphologie der abgestorbenen HDLM-2-Zellen 
sollte die Frage geklärt werden, welcher Art des Zelltodes diese Zelllinie unter der 
Telomerkrise unterlag und ob die Mumifikation vielleicht eine Folge dieser Telomerinstabilität 
sein könnte.   
Zu den von Lorenzen beschriebenen morphologischen Kennzeichen einer Mumifikation bzw. 
para-Apoptose, gehört die saumartige Kondensation des Chromatins an der Kernmembran, 
sowie eine zunehmende Osmophilie sowohl des Zytoplasmas als auch des Karyoplasmas. 
Zudem weisen mumifizierte Hodgkin-Zellen neben relativ gut erhaltenen Zellorganellen eine 
nahezu vollständig erhaltene nukleäre Kontur auf. Diese morphologischen Kriterien werden 
durch die in der Telomerkrise abgestorbenen HDLM-2-Zellen nicht erfüllt. Auch die Merkmale 
eines programmierten, also apoptotischen Zelltodes, wie sichelförmige 
Chromatinkondensation mit Zellschrumpfung und Kernfragmentation, sowie Ausbildung von 
Zellorganellen und Kernreste enthaltenden Apoptose-Körperchen lassen sich an unseren 
Ergebnissen nicht objektivieren. Vielmehr imponiert hier das Bild eines nekrotischen 
Zelltodes mit Zellschwellung, Blasenbildung an der Zelloberfläche, Auflösung der 
Zellmembran, der Zellorganellen, sowie Karyolyse und Karyorhexis. 
Durch Hemmung der Telomerase und Induktion der Telomerkrise in der Zelllinie HDLM-2 
wird ein nekrotischer Zelltod ausgelöst. Somit ist das Phänomen der Mumifikation bei 
Morbus Hodgkin nicht die Folge einer unzureichenden Telomerstabilisierung. 
 
 
 
 
 
 
 
 61
   
Apoptose 
 
Nekrose 
 
Morphologie 
 
- Aggregation des Chromatins 
entlang der intakten Kernmembran 
- „Budding“-Phänomen an der 
Zellmembran 
- Integrität des Zellmembran bleibt 
erhalten 
- Keine Desintegration von 
Zellorganellen, diese bleiben 
weitgehend intakt  
- Bildung von Apoptose-Körperchen 
- Zellschrumpfung 
 
 
- Chromatinbruchstücke im 
Karyoplasma verteilt 
- Auflösung der Kernmembran 
- Bildung flüssigkeitsgefüllter 
Bläschen  
- Verlust der Zellmembran-Integrität 
- Schwellung und Zersetzung der 
Zellorganellen 
- Lyse der Zelle  
- Zellschwellung 
 
Biochemie 
 
- ATP-abhängiger, aktiver Vorgang 
- Aktivierung von Cysteinproteinasen 
und spezifischen Endonukleasen 
- Aktivierung einer enzymatischen 
Kaskade 
- internukleosomale DNA-
Fragmentation in der Frühphase mit 
typischem DNA-Strickleitermuster in 
der Agarose-Gel-Elektrophorese 
 
 
- ATP-unabhängiger, passiver 
Vorgang 
- Aktivierung unspezifischer 
lysosomaler Proteinasen 
- Verlust der Regulierung des 
Ionengleichgewichts 
- DNA-Fragmentation in der 
Spätphase nach zufälligem Muster 
mit schmieriger Bande in der 
Agarose-Gel-Elektrophorese 
 
Physiologie 
 
- Charakteristisch für den Zelltod 
einzelner Zellen 
- überwiegend induziert durch 
physiologische Stimuli 
- keine begleitende 
Entzündungsreaktion 
 
 
- Charakteristisch für den Zelltod von 
Zellverbänden 
- überwiegend induziert durch 
pathologische Stimuli 
- begleitende Entzündungsreaktion 
 
Tab. 9: Zusammenfassung der Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose 
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4.9 Es gibt Hinweise für eine alternative Telomerstabilisierung in der Zelllinie HDLM-2 
Der verbliebene Rest an HDLM-2-Zellen wurde im 100 µM AZT enthaltenden Nährmedium 
weiter kultiviert. An Tag 75 wurde die interessante Beobachtung gemacht, dass die 
verbliebenen vitalen Zellen plötzlich wieder eine Proliferationsaktivität aufwiesen, ohne dass 
Modifikationen an den Kultivierungsbedingungen vorgenommen worden waren. Die Zellen 
zeigten in der lichtmikroskopischen Untersuchung wieder ihr typisches traubenförmiges 
Wachstumsmuster.  
Diese Beobachtung legte nahe, dass die Zelllinie HDLM-2 unter Telomeraseinhibition, zur 
Rekrutierung alternativer Mechanismen für die Aufrechterhaltung ihrer Telomerlänge bzw. 
zur Stabilisierung ihrer Telomere imstande ist. Denn unter AZT vermittelter Inhibition der 
Telomerase müssen es zwangsläufig Telomerase unabhängige Mechanismen sein, die 
durch Stabilisierung der Telomere den Zellen die Voraussetzung zur Wiederaufnahme ihrer 
replikativen Aktivität schaffen.  
Diese alternativen Mechanismen zur Telomerverlängerung, auch mit der Abbreviation „ALT“ 
für „alternative lengthening of telomeres“ bezeichnet, wurden erstmals 1997 von Reddel et 
al. vermutet, die feststellten, dass es immortalisierte Zelllinien ohne detektierbare 
Telomeraseaktivität gibt, die in der Lage sind, eine nachweisbare Verlängerung ihrer 
telomeren Sequenzen zu bewerkstelligen (32, 121-123). Diese Zelllinien zeichnen sich 
zudem durch besonders lange (20 bis 50 kBp) und heterogene Telomere aus, ganz im 
Gegensatz zu Telomerase-positiven Zelllinien (17, 39). Dies trifft für rund ein Drittel aller in 
vitro immortalisierter Zelllinien und gleichermaßen für einige aus Tumorgewebe generierten 
Zelllinien sowie für einige Neoplasien, wie das Osteosarkom oder das Glioblastom zu (55, 
96).    
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5 Zusammenfassung 
 
 
Bei der Erforschung der Pathologie des Morbus Hodgkin ist die Proliferationsaktivität der 
Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen in den letzten Jahren vielfach untersucht worden. Im 
Gegensatz dazu mangelt es noch an Erkenntnissen zur Art und Weise des Zelltodes bei 
dieser hämatologischen Erkrankung. In der Folge der Untersuchung von Linienzugehörigkeit 
und Klonalität der Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen haben sich in den letzten Jahren 
deutliche Hinweise für das Vorkommen abortiver Formen der Apoptose ergeben, deren 
morphologisches Korrelat die sog. Mumienzellen darstellen, die in der Pathogenese des 
Morbus Hodgkin wahrscheinlich eine nicht unwesentliche Rolle spielen.  
Es fällt auf, dass die HRS-Zellen im Gegensatz zu den sie umgebenden Bystander-Zellen 
erheblich kürzere Telomere aufweisen. Welche Rolle die Telomerdynamik beim M. Hodgkin 
spielt, war bisher nicht untersucht worden.  
Die in der vorliegenden Arbeit angewandte TRAP-Assay hat ergeben, dass HRS-Zellen eine 
Telomeraseaktivität aufweisen, welche ihnen eine unbegrenzte Proliferationsfähigkeit 
ermöglicht. Dieses Enzym lässt sich durch Inhibition der reversen Transkriptase, der 
katalytischen Untereinheit der Telomerase, hemmen. Durch DNA-Längenmessungen mittels 
Southern blot sowie durch Quantifizierung von Telomer-FISH-Signalen konnte zudem 
gezeigt werden, dass es unter Telomeraseinhibition mit jeder Mitose zu einer 
kontinuierlichen Erosion telomerer Sequenzen kommt, was schließlich zum Zelltod führt. Wie 
elektronenmikroskopische Untersuchungen ergeben haben, handelt es sich bei dem durch 
Telomeraseinhibition bedingten Zelltod der HRS-Zellen nicht um einen apoptotischen oder 
paraapoptotischen, sondern um einen nekrotischen Zelluntergang. Dieses Phänomen 
unterscheidet die HRS-Zellen von allen anderen Tumorzellen und wurde als solches bisher 
noch nicht beschrieben. 
 
 
Offen gebliebene/weiterführende Fragen 
• Wie verhielt sich die Telomeraseaktivität der HDLM-2-Zellen während der Inhibition? 
• War zum Zeitpunkt der mutmaßlichen alternativen Telomerverlängerung (ALT) 
tatsächlich keine Telomeraseaktivität mehr nachweisbar? 
• Spielte möglicherweise ein anderer Effekt der Telomeraseinhibitoren (z.B. zytotoxischer 
Natur) eine zusätzliche Rolle beim Zelltod in HDLM-2? 
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